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【略語一覧】 
D DCC   dicyclohexylcarbodiimide 
 DIC N,N'-diisopropylcarbodiimide 
 DIPEA diisopropyl ethylamine 
 DMF dimethyl formamide 
E EDC 1-ethyl-3-(3-dimethylaminopropyl) carbodiimide hydrochloride 
 ESI-MS electrospray ionization mass spectrometry 
H HOBt 1-hydroxybenzotriazole 
 HPLC high performance liquid chromatography 
M MES 2-morpholinoethanesulfonic acid 
P Pbf 2,2,4,6,7-pentamethyldihydrobenzofuran-5-sulfonyl 
 PET positron emission tomography 
R RI radioisotope 
S SPECT single photon emission computed tomography 
T TES triethyl silane 
 TFA trifuluoro acetic acid 
 TFP 2,3,5,6-tetrafluorophenol 
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【緒言】 
 放射性同位元素 (RI) を利用した分子イメージングプローブは、体内深部における分
子レベル/細胞レベルでの変化を非侵襲的に機能画像として捉えることから、前臨床生
命科学研究から臨床核医学検査まで幅広い分野で利用されている 1-3。 これらの分子イ
メージングプローブは、目的とする標的分子に強力かつ特異的に結合する「標的分子
認識素子」に対し、RI導入反応を行うことで作製される。この RI導入反応の進行には、
標的分子認識素子に対して適切な化学修飾を行う必要があるが、その必要とされる修
飾方法は、炭素-11 やフッ素-18、ヨウ素-123/131 などに代表される非金属 RI と、テク
ネチウム-99m (99mTc) やインジウム-111 (111In)、ガリウム-67/68 (67/68Ga) などに代表され
る金属 RI とで大きく異なっており、それぞれの特徴に合わせた化学修飾が必要となる。 
 非金属 RI を用いて標的分子認識素子を標識する場合、求核置換反応や芳香族求電子
置換反応に基づく RI導入反応が一般的に用いられる 4, 5。しかし、これらの反応のほと
んどは定量的には進行しないため、標識反応後の溶液中には目的とする RI 標識体の他
に、標的分子認識素子に導入されなかった未反応の RI も残存する。そのため、標識反
応溶液を被験者に投与する前に、未反応の RI を除去するための煩雑な精製操作が必要
となり、オペレーターの被ばくや無菌性の破綻など、様々な問題が生じる。一方金属
RI を用いて標的分子認識素子を標識する場合、金属に対する優れた配位子を標的分子
認識素子に導入した分子 (conjugate) を作製しておくことで、金属と配位子との錯体形
成反応を利用した定量的な RI 標識反応が可能となる。そのため、標識反応後に未反応
の RIを除去する煩雑な精製操作の必要がなく、RI標識体の調製の簡便さという点から、
金属 RIは非金属 RIに比べて大きな利点を有している 6-11。 
 また、臨床核医学検査で現在最も汎用されている 99mTc、及び今後 PETでの広範な利
用が期待されている 68Ga は、それぞれモリブデン-99 (99Mo)、及びゲルマニウム-68 
(68Ge) を親核種としたジェネレーターシステムから簡便に入手可能であるため、RI の
入手の容易さという面においても、99mTcや 68Gaなどの金属 RIは非金属 RIに比べ非常
に大きな利点を有している。 
 一方、その金属RIを用いた標識反応は、短時間かつ高収率で目的とするRI標識体を
得るために、溶液中のごく微量 (≤ 1 μM9) の RIに対して大過剰の conjugate (≈ 100 μM) 
が用いられる。従来の設計では金属 RIと conjugateが 1対 1のモル比で反応するため、
標識反応後の溶液中には未反応のRIが残存しない一方で、目的とするRI標識体の他に
RI 標識体と同程度の結合親和性を有する過剰の非標識 conjugate が混在する (Figure 1a 
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中央)。現在臨床核医学検査で汎用されている 99mTc 標識薬剤のほとんどは、キャパシ
ティの大きな標的 (糸球体ろ過率、骨代謝、脳及び心筋血流量) を画像化する薬剤であ
るため、過剰の非標識 conjugate が投与溶液に混在する場合でも標的組織が飽和される
ことはなく、従って 99mTc 標識薬剤の標的集積が非標識 conjugate により阻害を受ける
ことはない 12, 13。また、中枢のドパミン受容体を標的にした 99mTc-TRODAT-1などの薬
剤では、99mTc と錯体を形成した化合物のみが高い脂溶性を獲得し優れた血液脳関門透
過性を示す一方で、非標識 conjugate はその高い水溶性から血液脳関門を通過できない
ため、この場合においても、99mTc標識体の標的集積は非標識 conjugateの混在による阻
害を受けない 14。一方、末梢に存在するごく微量の分子 (受容体や酵素などのたんぱく
質) を標的とした場合では、上述の例とは異なり、投与溶液中に混在する過剰の非標識
conjugate が標的分子の結合部位を飽和させることで、RI 標識体の標的分子への集積を
競合的に阻害する (Figure 1a 右)。HPLC などを用いた非標識 conjugate の除去によりこ
の問題は解決可能であるが、上述の通り RI 標識反応後の精製操作は非常に煩雑であり、
標識体の簡便な調製が可能という金属 RIの利点が損なわれる 15。 
 一方で、RI 標識体の標的分子への集積向上を目指した分子設計戦略の 1 つとして、
多価化合物の利用が近年広く行われている。これは、分子内に複数の標的分子認識素
子を有する多価化合物が、1分子のみ有する 1価化合物に比べ、標的分子へのより高い
結合親和性を獲得する「多価効果」16, 17という現象を利用した分子設計であり、標的分
子認識素子に多価化合物を用いることで、RI 標識体の標的への結合親和性向上及び in 
vivo 標的集積性向上が期待できる。これまでに分子イメージングの分野では、integrin 
αvβ3を標的とした多価環状 RGDペプチド誘導体 18-28、prostate specific membrane antigen  
(PSMA) を標的とした多価尿素誘導体 29, 30、gastrine releasing peptide receptor (GRPR) を
標的とした多価ボンベシン誘導体 31-34、somatostatine receptor-2 (SSTR2) を標的とした多
価オクトレオチド誘導体 35, 36、meranocortin receptor-1 (MCR1) を標的とした多価 α-
melanocyte stimulating hormone (α-MSH) 誘導体 37など、様々な多価化合物が標的分子認
識素子として利用されており、多価効果に基づく分子設計が、RI 標識体の標的分子へ
の集積性向上に有用であることを示す報告が多数されている。しかし、金属 RI と
conjugate が 1 対 1 のモル比で反応する従来設計と多価薬剤設計を組み合わせた場合、
RI標識体が多価効果に基づき高い結合親和性を獲得する一方で、非標識 conjugate も同
様に多価化合物を有するため、非標識 conjugate と RI標識体の結合親和性は同程度とな
る (Figure 1b 中央)。従って、非標識 conjugate混在下で RI標識多価化合物を生体内へ投
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与した場合、多価効果により得られた RI標識体の高い in vivo標的集積性が、同様に高
い in vivo標的集積性を有する非標識 conjugateの競合阻害により相殺される恐れがある 
(Figure 1b 右)。 
 このような背景を踏まえ本研究では、金属イオンが有する特徴的な性質の 1 つであ
る、「足場分子」としての機能に着目した。多くの金属イオンは、そのイオンを中心
とした足場分子としての機能を有し、1分子の金属錯体内に複数分子の配位子を安定に
導入可能である (Figure 1c 左)。そのため、足場分子として機能する金属 RIを母体とし
て選択し、1分子の金属 RIに対して複数分子の conjugate を導入する分子設計を用いる
ことで、金属錯体のみが多価効果を発揮し高い結合親和性を獲得する新たな金属 RI 標
識多価プローブの作製が可能になると考えた (Figure 1c 中央)。この場合、金属 RIに配
位しなかった非標識 conjugate は親和性の低い 1 価体のままであるため、非標識
conjugate混在下の投与においても高い in vivo集積性を獲得した RI標識体の標的集積は
大きく阻害を受けず、従って RI標識体の高い標的集積を達成できると考えた (Figure 1c 
右)。 
 本研究では上記設計の有用性を評価する金属 RI として、入手が容易であり臨床核医
学検査で最も汎用されている 99mTc を選択した。また 99mTc は、共存する配位子の種類
に応じて-1 から+7 まで様々な酸化数をとることが可能であり、幅広い配位化学的性質
を有している 10。本研究では、[99mTc(CO)3(OH2)3]+ (99mTc-[CO]3) とイソニトリル (CN-R) 
が 1対 3のモル比で反応することで、安定な混合配位子錯体 [99mTc(CO)3(CN-R)3]+ を形
成する点に着目し 38-41、新規薬剤設計の有用性を評価するモデル配位子金属 RIの組み
合わせとしてイソニトリル99mTc-[CO]3を選択した。 
 第一章では、上記薬剤設計の有用性評価を目的に、モデル conjugate の設計合成、
99mTc標識 3価体作製条件の検討、及び作製した 99mTc標識体の生物学的評価を行った。
続く第二章では、イソニトリルを母体とする配位子を用いた 99mTc標識反応時に進行す
る副反応に関し、その反応機序を解明し、本副反応を回避するために必要な配位子基
本構造の探索を行った。第三章では、第二章にて得られた知見を元に新たなモデル
conjugate を設計合成した後、99mTc 標識 4 価体の作製及びその生物学的評価を行い、分
子イメージングプローブとしての有用性を、99mTc標識 3価体と比較した。 
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Figure 1. 従来設計と新規設計の概念図。(a) RIと conjugateが 1対 1のモル比で反応し、
1 価 conjugate から RI 標識 1 価体が生成する従来設計。RI 標識体と非標識 conjugate が
標的分子に対して同程度の結合親和性を有し、過剰 conjugate 混在下での投与において、
競合阻害により RI標識体の標的集積が低減する。(b) RIと conjugateが 1対 1のモル比
で反応し、3価 conjugateから RI標識 3価体が生成する従来設計。RI標識体は多価効果
により標的分子に対する高い結合親和性を獲得するが、非標識 conjugate も同様に高い
結合親和性を有するため、競合阻害により RI 標識体の標的集積が低減する。(c) RI 
(99mTc) と conjugateが 1対 3のモル比で反応し、1価 conjugateから RI標識 3価体が生成
する新規設計。多価効果に基づき RI標識体が非標識 conjugateに比べ標的へのより高い
結合力を獲得し、過剰 conjugate混在下の投与においても高い標的集積が期待できる。 
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【第一章 99mTc標識 3価 RGD体の作製とその生物学的評価】 
 本研究では、配位子金属 RIの組み合わせとして、イソニトリル99mTc-[CO]3を選択
し、βAla のアミノ基をイソニトリル基に変換した CN-βAla をイソニトリル配位子の母
体構造として選択した。また、CN-βAla に導入する標的分子認識素子として、がん新
生血管のバイオマーカーとして重要な integrin αvβ342 に対し、高い選択性と親和性を有
する環状 RGD ペプチド 43-45 を選択した。環状 RGD ペプチドの誘導体の 1 つである
c(RGDfK) は、integrin αvβ3との相互作用に関与しないリジン残基を有しており、そのε
アミノ基を介して、配位子骨格の導入が可能である (Figure 2a)。また、integrin αvβ3 を
標的とした多価環状 RGD ペプチドが、多価効果に基づく高い結合親和性を獲得するた
めには、複数の環状 RGD ペプチド間の距離を適切な長さに保つ分子設計が重要である
ことが報告されている 24, 26。そこで本研究においても、分子内の RGD ペプチド間の距
離を調整するスペーサ構造として Gly-Gly を選択し、CN-βAla と c(RGDfK)の間に Gly-
Glyを導入した conjugate、CN-βAla-Gly-Gly-c(RGDfK) (Lβ) (Figure 2b) を新たに設計合成
した。更に、金属 RIと conjugateが 1対 1のモル比で反応する従来設計薬剤の一例とし
て、99mTc-[CO]3 と 1対 1のモル比で錯体を形成する Cys-Pro-c(RGDfK) (LC)46 (Figure 2c) 
も併せて作製し、新規設計に対する対照化合物として以降の評価に用いた。 
 本章では、合成した Lβ 及び LC をそれぞれ 99mTc-[CO]3 を用いて標識することで、
99mTc-[Lβ]3 及び 99mTc-[LC]を作製し (Figures 2b, 2c)、integrin αvβ3陽性細胞である U87MG
細胞に対する in vitro 結合親和性、U87MG 細胞移植モデルマウスを用いた in vivo 腫瘍
集積性の評価を行ない、その結果を比較した。 
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Figure 2.  第 1章にて評価した各化合物の構造。(a) 環状 RGDfKペプチド。Lβと LCは、
リジンの ε アミノ基を介して配位子骨格を導入することで作製。(b) 新規に設計した
conjugate Lβの構造とその 99mTc標識 3価 RGD体 (99mTc-[Lβ]3) 及び対応する非放射性 Re
錯体 (Re-[Lβ]3)。(c) 従来設計法に基づく conjugate LCの構造とその 99mTc標識 1価 RGD
体 (99mTc-[LC]) 及び対応する非放射性 Re錯体 (Re-[LC])。 
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1-1. 方法 
 
1-1-1. 試薬及び機器 
 全ての試薬と溶媒は、市販の特級試薬を精製せずにそのまま使用した。
c[R(pbf)GD(tBu)fK]44 と[Re(CO)3(OH2)3]Br 47 はそれぞれ既報に従って合成した。1H およ
び 13C NMRスペクトルは、JEOL ECS-400 (JEOL Ltd., Tokyo) を用いて測定した。ESI-
MS は、 JMS-T100LP (JEOL Ltd.) もしくは Agilent 6130 Series Quadrupole LC/MS 
spectrometer (Agilent technologies, Tokyo) を用いて測定した。IR は、FT/IR-4700 (Jasco 
Co., Tokyo) を用いて測定した。 99mTcO4- 溶液は、99Mo/99mTcジェネレータ Ultra-Techne 
Kow (FUJIFILM RI Pharma Co. Ltd., Tokyo) より溶出した Saline溶液を用いた。HPLCに
よる分析は、ポンプ L-7100もしくは 5110 (HITACHI Ltd., Tokyo) と UV detector L-7405
もしくは 5410 (HITACHI Ltd.) を使用し、溶出液の放射活性は、γ 線検出器 Gabi Star 
(Raytest Straubenhardt, Germany) を接続して用いた。分析用カラムには Cadenza CW-C18 
column (4.6×150 mm, Imtakt Co., Kyoto) もしくは Cadenza 5CD-C18 (4.6×150 mm, Imtakt 
Co.) を用い、分取用カラムにはガードカラムとして Cadenza 5CD-C18 guard cartridge 
(10×8 mm, Imtakt Co.) を繋げた Cadenza CD-C18 column (20×150 mm, Imtakt Co.) もしくは
Cadenza CW-C18 (10×150 mm, Imtakt Co.) を使用した。UVおよび RIのシグナル出力お
よび波形解析はオンラインで接続した Chromato-Pro (Run Time Instruments Co., 
Sagamihara) を用いて行った。TLCによる RI分析には TLC aluminium sheets Silica gel 60 
(MERCK, Tokyo) を使用し、10% (w/w) AcONH4aq : MeOH = 1 : 1の展開溶媒にて 10 cm
展開したものを 0.5 cm ずつ切断し、それぞれの画分の放射活性をオートウェルガンマ
カウンター WIZARD3 (PerkinElmer, Tokyo) で測定した。 
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1-1-2. HPLCシステム 
 
System 1. Column: Cadenza 5CD-C18 (20×150 mm), A: 0.1% TFA/water, B: 0.1% TFA/MeOH, 
B: 27-32% (0-30 min), 32-100% (30-35 min), 100% (35-45 min), 5 mL/min 
 
System 2. Column: Cadenza 5CD-C18 (20×150 mm), A: water, B: MeCN, B: 10-17.5% (0-30 
min), 17.5-100% (30-35 min), 100% (35-45 min), 5 mL/min 
 
System 3. Column: Cadenza 5CD-C18 (20×150 mm), A: 0.1% TFA/water, B: 0.1% TFA/MeCN, 
B: 10-22% (0-60 min), 5 mL/min  
 
System 4. Column: Cadenza CW-C18 (10×150 mm), A: 0.1% TFA/water, B: 0.1% TFA/MeOH, 
B: 40-41% (0-30 min), 41-100% (30-35 min), 100% (35-45 min), 3 mL/min  
 
System 5. Column: Cadenza 5CD-C18 (20×150 mm), A: 0.1% TFA/water, B: 0.1% TFA/MeOH, 
B: 30-70% (0-30 min), 5 mL/min  
 
System 6. Column: Cadenza CW-C18 (4.6×150 mm), A: 0.1% TFA/water, B: 0.1% TFA/MeOH, 
B: 30% (0-5 min), 30-100% (5-10 min), 0.7 mL/min   
 
System 7. Column: Cadenza CW-C18 (4.6×150 mm), A: 0.1% TFA/water, B: 0.1% TFA/MeOH, 
B: 41-46% (0-20 min), 46-100% (0-25 min), 100% (25-27 min), 0.7 mL/min  
 
System 8. Column: Cadenza 5CD-C18 (4.6×150 mm), A: 0.1% TFA/water, B: 0.1% TFA/MeOH, 
B: 30% (0-5 min), 30-100% (5-25 min), 1 mL/min 
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1-1-3. 配位子 (Lβ, LC) 及び非放射性 Re錯体 (Re-[Lβ]3, Re-[LC]) 合成 
 
Boc-Gly-Gly-OH (1)  
 H-Gly-Gly-OH (50 mg, 0.38 mmol) を混合溶媒 (ジオキサン/MilliQ水/1N NaOH = 2/1/1, 
1.52 mL) に溶解し、氷冷下で di-tert-butyl dicarbonate (92 mg, 0.42 mmol) を加えた。室温
で 1 時間攪拌した後、溶媒を減圧留去した。残渣を MilliQ 水に溶解し、ヘキサンで水
相を洗浄した。その後 5％クエン酸水溶液を用いて水相の pH を 2.0 付近に調整し、酢
酸エチルを加えて目的物を有機相に抽出した。無水 MgSO4 を加えて有機相を乾燥した
後に、フィルターを用いて無水 MgSO4 をろ去した。その後溶媒を減圧留去し、シリカ
ゲルカラムクロマトグラフィー (クロロホルム/メタノール/酢酸 = 10/1/0.1) を用いて精
製することで化合物 1を白色固体として得た (39.6 mg, 42%)。 
1H NMR (400 MHz, CD3OD): δ 1.46 (s, 9H, tBu), 3.76 (s, 2H, CH2), 3.92 (s, 2H, CH2COOH). 
ESI-MS, m/z: 255.10 [M + Na]+, found 255.10. 
 
H-Gly-Gly-c(RGDfK)(CF3CO2H) (2)  
 化合物 1 (20.0 mg, 0.086 mmol) を DMF (1 mL) に溶解し、HOBt·H2O (33.0 mg, 0.216 
mmol)、c[R(pbf)GD(tBu)fK] (78.5 mg, 0.086 mmol) を加えた後に DIC (33 μL, 0.216 mmol) 
を氷冷下滴下した。 室温にて 1 時間撹拌した後、溶媒を減圧留去し、脱保護溶媒 
(TFA/TES/MilliQ水 = 90/5/5, 10 mL) に再溶解し室温で 3時間攪拌した。溶媒を減圧留去
した後、残渣をジエチルエーテルで洗浄し、HPLC (System 1) で精製することで、化合
物 2を白色固体として得た (2 steps, 36.2 mg, 51%)。 
ESI-MS, m/z: 718.36 [M + H]+, found 718.33. 
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Formylamino-β-alanine-OH (3) 
 βAla (5.00 g, 56.2 mmol) をギ酸 (25 mL) と無水酢酸 (13 mL) の混合溶液に溶解し、窒
素雰囲気下、95°C で 3 時間攪拌した。反応溶液を減圧留去した後、シリカゲルカラム
クロマトグラフィー (クロロホルム/メタノール = 5/1) を用いて精製することで化合物 3
を白色固体として得た (3.97 g, 60%)。  
1H NMR (400 MHz, D2O): δ 2.43 (t, 2H, CH2CO), 3.30 (t, 2H, NHCH2), 7.83 (s, 1H, CHO). ESI-
MS, m/z: 118.05 [M + H]+, found 118.09.  
 
2,3,5,6-Tetrafluorophenyl formylamino-β-alaninate (4)  
 化合物 3 (1.00 g, 7.6 mmol) をDMF (10 mL) に溶解し、窒素雰囲気下、0°CでDCC (1.72 
g, 8.4 mmol) を加えた。その後 20分間攪拌し、氷冷下で 2,3,5,6-tetrafuluorophenol (1.39 g, 
8.4 mmol) を加えた。窒素雰囲気下、氷冷下で 4時間攪拌した後、室温で一晩攪拌した。
Dicyclohexylurea をフィルターでろ去した後、溶媒を減圧留去した。シリカゲルカラム
クロマトグラフィー (酢酸エチル 100%) を用いて精製することで化合物 4を白色固体と
して得た (1.21 g, 53%)。 
1H NMR (400 MHz, CDCl3): δ 2.95 (t, 2H, CH2CO), 3.68 (q, 2H, NHCH2), 6.25 (br, 1H, NH), 
7.00 (m, 1H, Harom), 8.17 (s, 1H, CHO). ESI-MS, m/z: 266.04 [M + H]+, found 266.04. 
 
2,3,5,6-Tetrafluorophenyl isocyano-β-alaninate (CN-βAla-TFP) (5)  
 化合物 4 (0.30 g, 1.1 mmol)をジクロロメタン (10 mL) に溶解した。Burgess reagent (0.26 
g, 1.1 mmol) を加え窒素雰囲気下、50°Cで 3時間攪拌した。溶媒を減圧留去した後、シ
リカゲルカラムクロマトグラフィー (クロロホルム/アセトニトリル = 3/1) を用いて精製
することで化合物 5を白色固体として得た (0.23 g, 83%)。 
1H NMR (400 MHz, CDCl3): δ 3.11 (t, 2H, CH2CO), 3.81 (t, 2H, NCH2), 7.02 (m, 1H, Harom). 13C 
NMR (100 MHz, CDCl3): δ33.37 (s, CH2CO), 36.71 (t, NCH2), 103.74 (t, CaromH), 128147 
(multiple peaks, CaromF), 158.61 (s, CN), 165.58 (s, CO).  
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CN-βAla-Gly-Gly-c(RGDfK) (Lβ) (6)  
 化合物 2 (9.6 mg, 12 μmol)を DMF (200 μL) に溶解した。DIPEA (3.4 μL, 20 μmol) を加
えた後、化合物 5 (4.0 mg, 16 μmol) を加え、室温で 1時間攪拌した。溶液にジエチルエ
ーテルを加え目的物を沈殿させ、遠心した後に上清を取り除いた。その後沈殿を 25 
mM リン酸緩衝液 (pH7.4) に溶解し、HPLC (System 2) を用いて精製することで化合物 6
を白色固体として得た (5.2 mg, 57%)。 
ESI-MS, m/z: 799.39 [M + H]+, found 799.44. 
 
L-Cysteine S-(2-carboxyethyl)-N-(tert-butoxycarbonyl) 1-methyl ester (7)  
 Boc-Cys-OMe (117.7 mg, 0.5 mmol) を DMF (150 µL) に溶解し、窒素雰囲気下、氷冷下
で DIPEA (350 µL, 2 mmol) を加えた。その後別途 DMF (150 µL) に溶解しておいた 3-
iodo-propionic acid (100.0 mg, 0.5 mmol) を氷冷下で加え、室温で 3時間攪拌した。溶媒
を減圧留去したのち、シリカゲルカラムクロマトグラフィー (クロロホルム/メタノー
ル/酢酸 = 30/1/0.1) を用いて精製することで化合物 7 を淡黄色の固体として得た (93.8 
mg, 61%)。 
1H NMR (400 MHz, CDCl3): δ 1.45 (s, 9H, tBu), 2.64 (t, 2H, CH2CO), 2.80 (t, 2H, SCH2), 3.00 
(br, 2H, CH2S), 3.77 (s, 3H, OCH3), 4.54 (br, 1H, α-proton). ESI-MS, m/z: 330.10 [M + Na]+, 
found 330.09.  
 
3-L-Cysteine propionic acid-c(RGDfK) 1-methyl ester (Cys-Pro-c(RGDfK)) (LC) (8)  
 化合物 7 (7.8 mg, 25 µmol)を DMF (200 µL) に溶解し、HOBt·H2O (8.4 mg, 63 µmol), 
c[R(pbf)GD(tBu)fK] (21.0 mg, 23 µmol) を加えた後に DIC (8.8 μL, 63 µmol) を氷冷下滴下
した。室温にて 1時間撹拌した後に溶媒を減圧留去し、脱保護溶媒 (TFA/TES/MilliQ水 
= 90/5/5, 10 mL) に再溶解し、室温で 3 時間攪拌した。溶媒を減圧留去した後、残渣を
ジエチルエーテルで洗浄し、HPLC (System 3) にて精製することで化合物 8を白色固体
として得た (2 step, 3.6 mg, 18 %)。 
ESI-MS, m/z: 793.37 [M + H]+, found 793.39.  
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[Re(CO)3(Lβ)3](CF3CO2) (Re-[Lβ]3) (9) 
  [Re(CO)3(OH2)3]Br (0.683 mg, 1.69 μmol) と化合物 6 (Lβ) (13.5 mg, 16.9 μmol) を、Lβ濃
度が 10 mMとなるよう 0.1 M 酢酸緩衝液 (pH 6.0, 1.7 mL) に溶解した。90°Cで 3時間加
熱した後、HPLC (System 4) を用いて精製することで化合物 9 を白色固体として得た 
(4.1 mg, 87 %)。 
ESI-MS, m/z: 1334.04 [M + H]2+, found 1334.41.  
 
[Re(CO)3(LC)] (Re-[LC]) (10)  
 [Re(CO)3(OH2)3]Br (3.77 mg, 9.33 μmol) と化合物 8 (LC) (7.4 mg, 9.33 μmol) を、LC濃度
が 9.3 mMとなるよう 0.1 M 酢酸緩衝液 (pH 6.0, 1.0 mL) に溶解した。70℃で 3時間加熱
した後、HPLC (System 5) を用いて精製することで化合物 10を白色固体として得た (2.3 
mg, 24%)。 
ESI-MS, m/z: 1049.28 [M + H]+, found 1049.49.  
 
1-1-4. Lβ及び LCの 99mTc標識反応 
 
[99mTc(CO)3(OH2)3]+ (99mTc-[CO]3) の作製  
 [Na2(H3BCO2)] (0.45 mg), Na2B4O7·10 H2O (0.285 mg), C4H4Na2O6·2 H2O (1.0 mg), Na2CO3 
(0.715 mg) を含む凍結乾燥キットを作製した。ジェネレータより溶出した 99mTcO4-の
Saline 溶液 (300 µL) を本キットに加え窒素雰囲気下 100℃で 14 分間反応させた。室温
で 3分間放置した後、1 M 酢酸を用いて pHを 6.0もしくは 8.0付近に調整した。中和後
更に 10分間放置した後、AgNO3 (7.1 mg, 0.042 mmol) を加え溶液中の Cl-を AgClとして
沈殿させた。溶液を遠心した後に上清を回収し、0.45 μm Cosmonice Filter W (NACALAI 
TESQUE, Inc., Kyoto) に通した溶液を、Lβの 99mTc標識反応に用いた。LCの 99mTc標識反
応には、Cl-を除去していない 99mTc-[CO]3を用いた。純度の確認は HPLC (System 6) を
用いて行い、98%以上の放射化学的純度を確認した後に使用した。 
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[99mTc(CO)3(Lβ)3]+の作製  
 99mTc-[Lβ]3 の作製は、99mTc-[CO]3 と Lβを混合し加熱することで行った。最終 Lβ濃度
が 300 μMになるよう、0.2 M MES緩衝液 (pH 6.0) もしくは 0.1M リン酸緩衝液 (pH 8.0) 
に溶解した Lβ (30 nmol) 溶液 60 μLと 99mTc-CO溶液 40 μLを混合し、窒素雰囲気下にて
80°Cで 1時間加熱した。放射化学的純度の確認は HPLC (System 7) を用いて行った。 
 
[99mTc(CO)3(LC)]の作製 
 99mTc-[LC]の作製は、99mTc-[CO]3 と LC を混合し加熱することで行った。最終 LC 濃度
が 50 μMになるよう、0.1 M A.B. (pH 6.0) に溶解した LC (20 nmol) 溶液 250 μLと 99mTc-
CO溶液 150 μLを混合し、窒素雰囲気下にて 110°Cで 30分間加熱した。放射化学的純
度の確認は HPLC (System 8) を用いて行った。 
 
1-1-5. 99mTc-[Lβ]3のヒスチジン溶液中及びマウス血漿中での安定性評価 
 
ヒスチジン溶液中での安定性試験 
 作製した 99mTc-[Lβ]3 を、HPLC (System 7)を用いて精製することで過剰の非標識
conjugateを除去した。溶出溶媒を減圧留去し、0.001% v/v TritonX-100を含む D-PBS (-) 
(Wako, Osaka, Japan) を用いて標識体を再溶解した。最終ヒスチジン濃度が 10 mMにな
るよう、D-PBS (-) に溶解したヒスチジン (190 µL) と 99mTc-[Lβ]3 (10 µL) を混合した。溶
液を 37℃でインキュベートし、1, 6時間後に溶液から 1 μL採取し、TLCで分析した。
またインキュベート 6時間後のサンプルでは HPLC (System 7) による分析も併せて行っ
た。各分析はすべて 3回反復して行った。 
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マウス血漿中での安定性試験 
 過剰の非標識 conjugate を除去した 99mTc-[Lβ]3 を、0.001% v/v TritonX-100 を含む D-
PBS (-) に再溶解し、ddY系雄性マウス (Japan SLC, Hamamatsu) より調製した血漿 (190 
µL) と 99mTc-[Lβ]3 (10 µL) を混合した。溶液を 37°Cでインキュベートし、1, 6時間後に
溶液から 1 μL採取し、TLCで分析した。6時間後のサンプルでは 100 µLのインキュベ
ート溶液に対し 200 µLの EtOHを加えてタンパクを沈殿させ、15,000 × gで 8分間遠心
した。上清を回収した後に 66% EtOH溶液 300 µL (D-PBS (-) 100 µL + EtOH 200 µL) に
沈殿を再懸濁し、再度遠心して上清を回収した。この洗浄作業を 2 回繰り返し、「(上
清の放射活性)/[(上清の放射活性)＋(沈殿に残った放射活性)]×100」を、上清への放射
活性の回収率として算出した。その後、EtOH 濃度が 15％以下になるよう MilliQ 水で
希釈し、HPLC (System 7)による分析を行った。各分析はすべて 3回反復して行った。 
 
1-1-6. 細胞培養 
 U87MG human glioblastoma cellsの培養は 150 mm Cell Culture Dish-Treated (TrueLine, 
Quebec, Canada) を用いて行った。10% (v/v) FBS (Nippon Bio-supply Center, Tokyo) およ
び 1% (v/v) Penicillin/ Streptomycin (10,000 unit-10 mg/mL, Invitrogen, Life Technologies 
Japan Ltd., Tokyo)となるよう FBS 及び Penicillin/Streptomycin を添加した DMEM 
(Dulbecco’s Modified Eagle Medium) (Sigma-Aldrich Japan K.K., Tokyo) を使用し、37°C, 5% 
CO2, 飽和水蒸気圧下でインキュベートした。 
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1-1-7. 競合阻害法を用いた Lβ, Re-[Lβ]3, LC, Re-[LC]の IC50値算出 
 Lβ, Re-[Lβ]3, LC, Re-[LC], 及び c(RGDyV) の IC50値の算出は、125I-c(RGDyV) の U87MG
に対する結合を指標とした競合阻害実験により求めた。また、c(RGDyV)及び 125I-
c(RGDyV) は既報にしたがって作製した 44。2×105 U87MG cells / 100 μL binding buffer 
(20 mM Tris, 150 mM NaCl, 2 mM CaCl2, 1 mM MgCl2, 1 mM MnCl2, 0.1% BSA, pH7.4) を
Multiscreen DV filter plates (Millipore, Billerica, MA, USA)に加え、0.3 µCi 125I-c(RGDyV) / 
50 µL binding bufferと、濃度を振ったサンプル/ 50 µL binding bufferを加え最終溶液量
200 µL に調整し、37℃で１時間インキュベートした。インキュベート終了後、
MultiScreenHTS Vacuum Manifold (Millipore) を用いて溶液を除去した後に、 ice cold 
binding buffer 150 µLで各 Wellを 2回洗浄した。その後、PVDFフィルターを回収しガ
ンマカウンターにて各 Well に残存した放射活性を測定した。IC50 値は GraphPad Prism 
(GraphPad Software, Inc., San Diego) を用いて、非線形回帰によりフィットすることで算
出した。各実験は 4 回反復して行い、算出された IC50値は 95%信頼区間と共に表記し
た。 
 
1-1-8. 動物実験モデル 
 すべての動物実験は千葉大学動物実験実施規程に基づいて行った。皮下腫瘍モデル
マウスを用いた体内動態試験には、BALB/c-nu/nuマウス (雄性, 4 ~ 5週齢) の右足大腿
部に 5×106個の U87MGを移植し、4 ~ 5週間後に腫瘍サイズが 0.2 g ~ 0.7 g に成長した
マウスを使用した。 
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1-1-9. 99mTc-[Lβ]3及び 99mTc-[LC]の腫瘍モデルマウス体内動態試験 
 U87MG皮下腫瘍モデルマウスを用いた体内動態試験では、① 99mTc-[Lβ]3 (Lβ = 0 nmol)、
② 99mTc-[Lβ]3 (Lβ = 5 nmol)、③ 99mTc-[Lβ]3 (Re-[Lβ]3 = 5 nmol)、④ 99mTc-[LC] (LC = 0 nmol)、
⑤ 99mTc-[LC] (LC = 5 nmol)、以上の 5群に分けて行い、各群 99mTc標識溶液 0.3 μCi / 100 
µL をマウス尾静脈より投与し、投与 1 時間後に屠殺し、関心臓器を回収した。各臓器
の重量を測定し、放射活性をオートウェルガンマカウンターにて測定した。 
 ①, ④の投与サンプル調製は、99mTc標識反応後に HPLC (それぞれ System 7と System 
8) を用いて過剰の非標識 conjugate を除去した後に、溶媒を減圧留去し、0.001% v/v 
TritonX-100を含む D-PBS (-) に再溶解することで投与サンプルとした。③の投与サンプ
ルは、99mTc-[Lβ]3を HPLC精製した後に 0.001% v/v TritonX-100を含む D-PBS (-) に再溶
解し、5 nmol/100 μLになるよう Re-[Lβ]3を溶液に加えることで作製した。②, ⑤におい
ては 99mTc標識反応後に、100 μLあたりの conjugate量が 5 nmolになるよう D-PBS (-) を
用いて希釈し、最終TritonX-100濃度が 0.001%になるよう調整した後に投与サンプルと
した。すべての投与サンプルは放射化学的純度 90%以上であることを確認したものを
用いた。 
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1-2. 結果 
1-2-1. 配位子 (Lβ, LC) 及び非放射性 Re錯体 (Re-[Lβ]3, Re-[LC]) 合成 
 Lβ の合成は Scheme 1 に示す方法で行った。βAla のアミノ基をギ酸/無水酢酸を用い
てホルミル化した後に、カルボキシル基を TFPと縮合し、活性エステル体 (4) を作製し
た。その後、Burgess reagent48 を用いた脱水反応によりホルミル基をイソニトリル基へ
と変換することで、CN-βAla-TFP (5) を合成中間体として得た。最後に、CN-βAla-TFP
と別途合成した H-Gly-Gly-c(RGDfK) (2) とを、リジンの εアミノ基を介して縮合するこ
とで、環状 RGD ペプチドを有するモデルイソニトリル conjugate CN-βAla-Gly-Gly-
c(RGDfK) (Lβ) (6) を得た。 
 作製した Lβと [Re(CO)3(OH2)3]Br を、pH 6.0 の水溶液中にて 10 対 1 のモル比で混合
し加熱することで、 [Re(CO)3(Lβ)3]+ (Re-[Lβ]3) (9) を 87%の収率で得た。また、Re-[Lβ]3 
の構造は ESI-MSにより確認した。 
 
 
Scheme 1. Lβの合成 
(a) formic acid, acetic anhydride, 60%; (b) 2,3,5,6-tetrafluorophenol, DCC, DMF, 53%; (c) 
Burgess reagent, CH2Cl2, 83%; (d) di-tert-butyl dicarbonate, water, dioxane, 1 N NaOHaq, 42%; 
(e) c[R(pbf)GD(tBu)fK], DIC, HOBt, DMF; (f) TFA, TES, water, 51% over steps e−f; (g) DIPEA, 
DMF, 57%. 
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 LCの合成は Scheme 2 に示す方法で行った。Boc-Cys-OMe に 3-Iodo-propionic acid を
反応させることで、チオエーテルを介してカルボキシル基を導入した。その後、保護
体の環状 RGD ペプチドとリジンの ε アミノ基を介して縮合し、脱保護を行うことで、
対照化合物である Cys-Pro-c(RGDfK) (LC) (8) を得た。 
 作製した LCと [Re(CO)3(OH2)3]Brを、pH 6.0の水溶液中にて 1対 1のモル比で混合し
加熱することで、 [Re(CO)3(LC)] (Re-[LC]) (10) を 24%の収率で得た。また、Re-[LC]の構
造は ESI-MSにより確認した。 
 
 
 
Scheme 2. LCの合成  
(h) 3-iodo-propionic acid, DIPEA, DMF, 61%; (i) c[R(pbf)GD(tBu)fK], DIC, HOBt, DMF, (j) 
TFA, TES, water, 18% over steps i−j.  
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1-2-2. Lβ及び LCの 99mTc標識反応 
 ジェネレータから溶出した 99mTcO4-を、ボラノ炭酸を主成分とするキットに加え窒素
雰囲気下で加熱することで、標識前駆体である[99mTc(CO)3(OH2)3]+ (99mTc-[CO]3) を 98%
以上の放射化学的収率で得た。予試験的な検討において、標識反応溶液中に高濃度の
Cl-イオン (生理用食塩水由来) が存在した場合、99mTc-[Lβ]3 の放射化学的収率が著しく
低下する現象を観察したため、99mTc-[CO]3 作製後の溶液に AgNO3を加え、Cl-イオンを
AgClの形で除去した 99mTc-[CO]3 溶液を、以降の 99mTc標識反応に用いた。 
 Lβの 99mTc標識反応は、最終 Lβ濃度が 300 μMとなるよう調整した pH 8.0のリン酸緩
衝液及び pH 6.0の MES緩衝液中において、99mTc-[CO]3 を 80°Cで 1時間加熱すること
で行った。pH 8.0 のリン酸緩衝液中での Lβの標識反応では、目的とする 99mTc-[Lβ]3以
外の生成物 (赤矢印) が多数観察され、その放射化学的収率は 15%以下であった (Figure 
1b)。一方、pH 6.0の MES緩衝液中における標識反応では、90%以上の放射化学的収率
にて目的とする 99mTc-[Lβ]3が得られた (Figure 1c)。また 99mTc-[Lβ]3の構造確認は、別途
作製し ESI-MSにより構造を確認した Re-[Lβ]3 (Figure 3a) を同一の HPLCグラジエント
システムにて分析し、それらの保持時間を比較することから行った。 
 99mTc-[LC] は既報 46と同様に、50 μMの LC濃度における 99mTc-[CO]3 との反応により、
90%以上の放射化学的収率で得られた。 
 
 
Figure 3. (a) Re-[Lβ]3、(b) pH 8.0における Lβの 99mTc標識反応 (赤矢印は 99mTc-[Lβ’]3 以
外の生成物を示す)、(c) pH 6.0における 99mTc標識反応の HPLC (System 7) 分析結果。
赤線は UV吸収 (220 nm) によるクロマトグラム、黒線は放射活性のクロマトグラムを
示す。 
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1-2-3. 99mTc-[Lβ]3 のヒスチジン溶液中及びマウス血漿中での安定性 
 99mTc-[Lβ]3 を 10 mM ヒスチジン溶液中及びマウス血漿中にてインキュベートするこ
とで、その安定性を評価した。Table 1 に TLC を用いて算出した未変化体比率を、
Figure 4にインキュベート 6時間後における HPLC分析結果を示す。また、マウス血漿
中サンプルの HPLC 分析は、インキュベート溶液にエタノールを加え、血漿タンパク
を沈殿として除去した後の上清を用いて行い、インキュベート溶液から上清への放射
活性の回収率は 94.7±0.2% (n = 3) であった。HPLC分析により算出した 99mTc-[Lβ]3 の未
変化体比率は、ヒスチジン溶液中及びマウス血漿中においてそれぞれ 97.5±0.6% (n = 
3)、99.3±0.8% (n = 3) であり、TLCと HPLCどちらの分析条件においても 95%以上が
未変化体として存在することを認めた。 
 
Table 1. 99mTc-[Lβ]3 の未変化体比率 a 
time (h) 
未変化体比率 
10 mM ヒスチジン溶液  マウス血漿 
1 96.1 ± 0.1  96.3 ± 0.1 
6 96.3 ± 0.5  96.0 ± 0.2 
a TLC分析にて算出 (n = 3) 
 
 
Figure 4. (a) 10 mM ヒスチジン溶液中、(b) マウス血漿中でのインキュベート 6時間後
における放射活性の HPLC (System 7) クロマトグラム。 
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1-2-4. 競合阻害法を用いた Lβ, Re-[Lβ]3, LC, Re-[LC]の IC50値 
 作製した金属錯体及び非標識 conjugate の integrin αvβ3 への結合親和性を、 125I-
c(RGDyV) の U87MG 細胞への結合を指標とした IC50 値の算出から評価した。また、
99mTc標識体の親和性評価には、対応する非放射性 Re錯体を用いた。Figure 5に示した
阻害曲線から算出した、それぞれの化合物の IC50値を Table 2にまとめた。従来設計に
基づき作製した Re-[LC]の IC50値は 38.4 nM (28.4-51.9 nM) であり、非標識 conjugateで
ある LCの 43.3 nM (34.4-54.5 nM) と同程度の値を示した。一方で、新規設計に基づき作
製した Re-[Lβ]3の IC50値は 3.16 nM (2.14-4.68 nM) であり、非標識 conjugateである Lβの
25.9 nM (19.9-33.7 nM) に比べ約 10倍低い値を示した。 
 
    
Figure 5. 各化合物による 125I-c(RGDyV) の結合阻害曲線。 
 
Table 2. LC, Re-[LC], Lβ, Re-[Lβ]3と c(RGDyV) の IC50値 
Design Compound 
 IC50 
(nM) 
 
95% C.I. a 
従来設計 
LC  43.3  34.4-54.5 
Re-[LC]  38.4  28.4-51.9 
      
新規設計 
Lβ  25.9  19.9-33.7 
Re-[Lβ]3  3.16  2.14-4.68 
      
Reference c(RGDyV)  41.2  34.9-48.7 
aC.I. = confidential interval 
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1-2-5. 99mTc-[Lβ]3及び 99mTc-[LC]の腫瘍モデルマウス体内動態 
 ① 99mTc-[Lβ]3 (Lβ = 0 nmol)、② 99mTc-[Lβ]3 (Lβ = 5 nmol)、③ 99mTc-[Lβ]3 (Re-[Lβ]3 = 5 
nmol)、④ 99mTc-[LC] (LC = 0 nmol)、⑤ 99mTc-[LC] (LC = 5 nmol)、以上 5群のサンプルを
U87MG移植 Balb/cヌードマウス尾静脈より投与し、投与 1時間後における各臓器への
集積 (%ID/g) 結果を Table 3に示す。 
 99mTc-[Lβ]3 の肝臓と腸管への集積は低く、腎臓へは高い集積を示したことから、
99mTc-[Lβ]3 は主に尿排泄により体外へと排泄されることを認めた。一方で 99mTc-[LC] の
腎臓への集積は 99mTc-[Lβ]3 に比べ低い一方で、肝臓と腸管への集積が非常に高く、
99mTc-[LC] は主に肝胆道系を介して体外へ排泄されることを認めた。 
 99mTc-[Lβ]3 の腫瘍集積は、非標識 Lβ除去下の投与で 6.28 ± 1.01%ID/gであり、5 nmol
の Lβ、Re-[Lβ]3 混在下の投与でそれぞれ 3.27 ± 0.18%ID/g、2.22 ± 0.19%ID/gまで低下し
た。99mTc-[LC] の腫瘍集積は LC除去下の投与において 2.71 ± 0.40%ID/g、非標識 LC混在
下の投与において 1.25 ± 0.14%ID/g まで低下した。99mTc-[Lβ]3 の腫瘍集積は非標識
conjugateであるLβの混在により一定程度阻害を受けたが、99mTc-[LC] の非標識 conjugate
混在下での腫瘍集積と比較するとその集積は有意に高く、本設計を用いることで過剰
conjugate混在下での高い腫瘍集積が可能となることを認めた。 
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Table 3. Biodistribution at 1 h Post-Injection in Tumor-Bearing Micea.  
  99mTc-[Lβ]3  99mTc-[LC] 
  
Lβ = 0 mol 
(n = 5) 
 
Lβ = 5 nmol 
(n = 5) 
 Re-[Lβ]3 
= 5 nmol 
(n = 5) 
 
LC = 0 nmol 
(n = 4) 
 
LC = 5 nmol 
(n = 3)            
Blood  0.40 ± 0.04  1.03 ± 0.26  0.48 ± 0.07  0.84 ± 0.09  0.88 ± 0.14 
Liver  2.91 ± 0.34  1.98 ± 0.13  1.37 ± 0.12  9.97 ± 0.87  10.47 ± 2.42 
Spleen  2.98 ± 0.46  1.56 ± 0.07  1.30 ± 0.21  1.14 ± 0.11  0.92 ± 0.12 
Kidney  11.70 ± 1.09  7.80 ± 0.56  7.23 ± 0.30  5.09 ± 0.69  4.05 ± 1.81 
Pancreas  1.13 ± 0.17  0.55 ± 0.11  0.38 ± 0.10  0.57 ± 0.07  0.33 ± 0.05 
Heart  1.42 ± 0.17  0.70 ± 0.09  0.41 ± 0.05  0.78 ± 0.10  0.45 ± 0.02 
Lung  2.84 ± 0.66  2.01 ± 0.84  1.01 ± 0.19  1.29 ± 0.17  1.12 ± 0.32 
Stomach  5.12 ± 1.87  2.57 ± 0.87  7.45 ± 6.68  3.40 ± 1.26  5.69 ± 1.49 
Intesitne  4.66 ± 0.59  2.30 ± 0.30  3.30 ± 2.08  12.10 ± 1.93  15.89 ± 2.78 
Muscle  0.82 ± 0.09  0.43 ± 0.15  0.27 ± 0.12  0.38 ± 0.06  0.22 ± 0.01 
Tumorb  6.28 ± 1.01c  3.27 ± 0.18  2.22 ± 0.19c  2.71 ± 0.40  1.25 ± 0.14c 
T/Blood  16.01 ± 4.06  3.32 ± 0.73  4.68 ± 0.90  3.26 ± 0.67  1.46 ± 0.33 
T/Liver  2.20 ± 0.52  1.66 ± 0.20  1.62 ± 0.08  0.27 ± 0.02  0.12 ± 0.01 
T/Muscle  7.67 ± 1.30  8.30 ± 2.54  9.24 ± 3.12  7.26 ± 1.42  5.75 ± 0.48 
Tumor sized  0.45 ± 0.18  0.44 ± 0.10  0.59 ± 0.09  0.28 ± 0.06  0.38 ± 0.13 
aData expressed as percent injected dose per gram (%ID/g) ± SD.  
bStatistical analysis was performed using one-way analysis of variance followed by Tukey’s 
multiple-comparison test c(different from 99mTc-[Lβ]3 (Lβ = 5 nmol), p < 0.05). 
dData expressed as gram ± SD. 
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1-3. 考察 
 Lβの合成は Scheme 1に示す経路で行い、得られた Lβを用いて非放射性 Re錯体 (Re-
[Lβ]3) (Figure 2b) の合成を行った。Tcには非放射性の安定同位体が存在しないため、ミ
リグラムスケールでの Tc 錯体の合成は困難である。そのため、トレーサー量の 99mTc
標識体の化学形の同定及び標的分子に対する結合親和性の評価には、Tc と同族元素で
化学的性質が類似した非放射性の 185/187Re 錯体が広く用いられる 49, 50。そこで本研究に
おいても、99mTc-[Lβ]3の構造確認及び親和性評価を目的として Re-[Lβ]3を合成した。 
 Lβの 99mTc 標識反応は、標識前駆体として作製した 99mTc-[CO]3 を Lβと混合加熱する
ことで行った。目的とする 99mTc-[Lβ]3の生成は、Re-[Lβ]3を同一の HPLC グラジエント
システムにて分析し、それらの保持時間を比較することから確認した (Figure 3a)。反応
pH 8.0における標識反応では、目的とする 99mTc-[Lβ]3 の放射化学的収率が 15%以下に留
まり、99mTc-[Lβ]3 より保持時間の長い複数のピークが観察された (Figure 3b)。一方 pH 
6.0 における標識反応では、300 μM と比較的高い conjugate 濃度が必要とされたものの、
pH 8.0の標識反応にて見られた副生成物ピークは観察されず、目的とする 99mTc-[Lβ]3が
90％以上の放射化学的収率で得られた  (Figure 3c)。標識反応 pH がイソニトリルと
99mTc-COの反応に与える影響についてはこれまでにいくつか報告があるが 38-40、pH 8.0
という弱塩基性条件下において複数の化合物が生成した報告はこれまでにない。その
ため、今回観察された現象はイソニトリル配位子全般に当てはまるものではなく、Lβ
の構造に特異的なものであると考えた。本章では引き続き、pH 6.0 の条件にて作製し
た 99mTc-[Lβ]3 の生物学的評価を述べるが、本現象に関する更なる詳細な検討について
は、第二章以降に記載する。 
 イソニトリル 1 価配位子を母体とする 99mTc-[Lβ]3 は、3 座配位子に基づく 99mTc-[LC]
などの従来薬剤と異なり、単座配位子が 3 分子配位した錯体であるため、キレート効
果による錯体の熱力学的な安定化が期待できない。そのため、生体内に存在するヒス
チジンなどの 99mTc-[CO]3 に対する強力な 3 座配位子との配位子交換反応に対して、不
安定である可能性も考えられる。そこで、99mTc-[Lβ]3 をヒスチジン溶液中及びマウス血
漿中にてインキュベートし、その未変化体比率を TLC 及び HPLC にて算出することで、
99mTc-[Lβ]3 の安定性を評価した。99mTc-[Lβ]3 は、ヒスチジン溶液中及びマウス血漿中で
のインキュベート 6 時間後において、わずかに未変化体以外のピークが確認されたも
のの、95%以上は未変化体として存在していた (Figure 4)。この結果は、イソニトリル
の 99mTc-[CO]3 への配位が非常に強力であり、単座配位子であっても in vivoにおいて想
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定される配位子交換反応に対して、十分高い安定性を有していることを示す。一方、
HPLC 分析においてわずかに観察された 99mTc-[Lβ]3 以外のピークの保持時間は、 
[99mTc(CO)3(Histidine)]の保持時間とは異なっており、これらのピークの生成には配位子
交換反応以外の機序の関与が示唆された。 
 99mTc-[Lβ]3 の integrin αvβ3 への結合親和性を評価するため、125I-c(RGDyV) の U87MG
への結合を指標とした競合阻害実験から、99mTc-[Lβ]3及び非標識 conjugateの IC50値を算
出した (Figure 5, Table 2)。なお、99mTc標識体の IC50値の算出には対応する非放射性 Re
錯体を用いた。従来設計に基づき作製した Re-[LC] の IC50 値は 38.4 nM と、非標識
conjugate である LCの 43.3 nM と同程度の値を示した。従来設計では金属錯体と非標識
conjugateの両者がともに 1価環状 RGDペプチドを有し、錯形成が親和性に影響を及ぼ
さなかったことを示す。一方で、新規設計に基づき作製した Re-[Lβ]3 の IC50 値は 3.16 
nMと、非標識 conjugateである Lβの 25.9 nMに比べ約 10倍低い値を示した。これは、
分子内に 3 分子の環状 RGD ペプチドを有する Re-[Lβ]3が、多価効果に基づき、integrin 
αvβ3へのより高い結合親和性を獲得したことを示し、本薬剤設計の優位性を認めた。 
 最後に、U87MG 細胞を移植した担癌モデルマウスを用いて、本設計及び従来設計か
ら作製した 99mTc標識体の in vivo腫瘍集積性を評価した。本実験では、conjugateと 99mTc
が 1対 1のモル比で反応する従来設計薬剤として、99mTc-[LC]に非標識 LC (5 nmol) が混
在するサンプルを用いた。また、競合阻害が存在しない状態での腫瘍集積を評価する
目的で、非標識 LCを除去した 99mTc-[LC]の動態も併せて評価した。99mTc-[Lβ]3 に関して
も同様に、非標識 Lβを除去した場合、及び精製を行わず非標識 Lβ (5 nmol) が混在する
場合、さらに、従来設計と多価薬剤設計を組み合わせた薬剤 (Figure 1b) のモデルとし
て、99mTc-[Lβ]3に Re-[Lβ]3を混在させた場合の腫瘍集積を評価した。 
 それぞれの標識溶液を投与して 1 時間後における各組織への集積 (%ID/g) を Table 3
に示す。99mTc-[LC]の腫瘍集積は、LC除去下及び 5 nmol の LC混在下での投与において
それぞれ 2.7 ± 0.4%ID/g、1.3 ± 0.1%ID/gであり、過剰 conjugate混在下の投与において
その集積は非常に低値を示した。一方で 99mTc-[Lβ]3の腫瘍集積は、Lβ除去下、5 nmolの
Lβ 混在下での投与において、それぞれ 6.3 ± 1.0%ID/g、3.3 ± 0.2%ID/g であり、過剰
conjugate 混在下での投与においても 99mTc-[Lβ]3 は依然として高い腫瘍集積を示した。
また、従来設計の 1例として評価した 99mTc-[Lβ]3に 5 nmolの Re-[Lβ]3混在させた場合の
腫瘍集積は 2.2 ± 0.2%ID/g であり、本設計に比べて低値を示した。このように 99mTc-
[Lβ]3の in vivo腫瘍集積は、非標識 conjugate混在によりわずかに阻害を受けたものの、
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従来設計から作製した 99mTc標識体に比べると有意に高い腫瘍集積を示し、イソニトリ
ル 1価配位子から 99mTc標識 3価体を作製する薬剤設計が、過剰 conjugate混在下での高
い標的集積を可能とすることを認めた。 
 
1-4. 小括 
 本章では、本薬剤設計の有用性を検証する目的で CN-βAla-Gly-Gly-c(RGDfK) (Lβ) を
新たに設計合成し、その 99mTc 標識体の作製及び生物学的評価を行った。Lβの 99mTc 標
識反応は、99mTc-[CO]3 を標識前駆体として用いることで行い、90%以上の放射化学的
収率で 99mTc-[Lβ]3 を得た。99mTc-[Lβ]3 は、10 mMヒスチジン溶液中及びマウス血漿中で
のインキュベート 6 時間後においても 95%以上が未変化体で存在し、その非常に高い
安定性が認められた。更に、integrin αvβ3 陽性細胞である U87MG 細胞に対する結合親
和性試験において、99mTc-[Lβ]3 は非標識 conjugateである Lβに比べ約 10倍高い結合親和
性を示した。U87MG 細胞を移植した担癌モデルマウスを用いた体内動態試験では、過
剰の非標識 conjugate 混在下の投与において、99mTc-[Lβ]3 は従来設計から作製した 99mTc
標識薬剤に比べ、より高い腫瘍集積を示した。これらの結果は、錯形成により標的分
子への高い結合親和性を獲得する本薬剤設計が、過剰 conjugate 混在下の投与において
も、標的への高い集積を示す RI標識体の作製に、有用な設計であることを支持する。 
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【第二章 99mTc標識反応時に進行する副反応の機序解明】 
 イソニトリル基 (CN-R) は水溶液中において、プロトンの付加を起点とする水分子の
求核付加反応により、99mTc-[CO]3 への配位能を持たないホルミル体 (HCO-NH-R) へと
変換される 51。そのためイソニトリル基は、pH が低いほどホルミル体へと変換されや
すいことから、低 conjugate 濃度で目的の 99mTc 錯体を高収率で作製するには、塩基性
条件下での標識反応が望ましい。一方、第一章で作製した Lβ の 99mTc 標識反応は、pH 
8.0 において 99mTc-[Lβ]3 以外の多数の生成物が観察されたため、イソニトリルがより不
安定な pH 6.0において行う必要があり、90%以上の放射化学的収率の達成には 300 μM
と比較的高い conjugate濃度が必要とされた。 
 そこで本章では、塩基性条件下での標識反応において、目的とする 99mTc標識体を高
収率で与えるイソニトリル配位子基本骨格の確立を目的に、Lβの pH 8.0での 99mTc標識
反応時に進行する副反応の機序の解明、及び本副反応を抑制する配位子構造の探索結
果を記載する。なお、NMR 解析を容易にするため、Lβ の環状 RGD ペプチドをベンジ
ルアミンに置換した低分子モデル conjugate CN-βAla-Gly-Gly-NH-Bn (Lβ’) を新たに合成
し、本モデル conjugateを用いて 99mTc標識反応を行った。 
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2-1. 方法 
2-1-1. 試薬及び機器 
第 1章に記載したものと同一のものを使用した。 
 
2-1-2. HPLCシステム 
System 9. Cadenza 5CD-C18 (20×150 mm), A: 0.1% TFA/water, B: 0.1% TFA/MeOH, B: 55-
60% (0-45 min), 60-100% (45-50 min), 5 mL/min 
 
System 10. Cadenza 5CD-C18 (4.6×150 mm), A: 0.1% TFA/water, B: 0.1% TFA/MeOH, B: 50-
60% (0-25 min), 60-100% (25-27 min), 1 mL/min 
 
System 11. Cadenza 5CD-C18 (4.6×150 mm), A: 0.1% TFA/water, B: 0.1% TFA/MeOH, B: 50-
60% (0-45 min), 60-100% (45-50 min), 5 mL/min 
 
System 12. Cadenza 5CD-C18 (20×150 mm), A: 0.1% TFA/water, B: 0.1% TFA/MeOH, B: 50-
75% (0-40 min), 75-100% (40-42 min), 5 mL/min 
 
System 13. Cadenza 5CD-C18 (4.6×150 mm), A: 0.1% TFA/water, B: 0.1% TFA/MeOH, B: 50-
75% (0-25 min), 75-100% (25-27 min), 1 mL/min 
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2-1-3. モデル conjugate (Lβ’) 及び非放射性 Re錯体 (Re-[Lβ’]3) の合成 
 
Boc-Gly-Gly-NH-Bn (11)  
 化合物 1 (180 mg, 0.775 mmol) と benzylamine (77 μL, 0.705 mmol) をクロロホルム (4 
mL) に溶解した。この溶液に EDC·HCl (270 mg, 1.41 mmol) を加え、室温で 1時間攪拌
した。溶媒を減圧留去した後に、残渣をクロロホルム (15 mL) に再溶解し、5% クエン
酸 (10 mL) と 5% NaHCO3aq (10 mL) を用いて有機相を洗浄した。その後無水 MgSO4を
加え、有機相を乾燥した。フィルターを用いて無水 MgSO4 をろ去し、溶媒を減圧留去
することで化合物 11を白色固体として得た (189 mg, 76%)。1H NMR (400 MHz, DMSO-
d6): δ 1.37 (s, 9H, tBu), 3.57 (d, 2H, HαGly), 3.74 (d, 2H, HαGly), 4.29 (d, 2H, CH2-phenyl), 7.05 
(t, 1H, NH), 7.21-7.33 (m, 5H, Harom), 8.11 (t, 1H, NH), 8.28 (t, 1H, NH). 13C NMR (100 MHz, 
DMSO-d6): δ 28.16 (C(CH3)3), 41.96 (CαGly), 42.07 (CH2-phenyl), 43.42 (CαGly), 78.16 (C(CH3)3), 
126.73 (Carom), 127.10 (Carom), 128.22 (Carom), 139.24 (Carom), 155.91 (CO), 168.79 (CO), 169.74 
(CO). ESI-MS, m/z: 322.18 [M+H]+, Found 322.24.  
 
H-Gly-Gly-NH-Bn(CF3CO2H) (12) 
 化合物 11 (104 mg, 0.325 mmol) を TFA (2.5 mL) に溶解し室温で 1時間攪拌し、その後
溶媒を減圧留去することで化合物 12 を得た。化合物 12 は特に精製操作を行わずその
まま次の反応に用いた。 
 
CN-βAla-Gly-Gly-NH-Bn (Lβ’) (13) 
 化合物 5 (120 mg, 0.486 mmol)、化合物 12 (109 mg, 0.325 mmol)、NaHCO3 (40.8 mg, 
0.486 mmol) を DMF (2 mL) に溶解し、室温で 1 時間攪拌した。フィルターを用いて
NaHCO3 をろ去し、溶媒を減圧留去した後にシリカゲルカラムクロマトグラフィー (ク
ロロホルム/メタノール = 20/1) を用いて精製することで、化合物 13 を白色固体として
得た (70 mg, 71%)。1H NMR (400 MHz, DMSO-d6): δ 2.56 (br, 2H, CH2CH2CO), 3.64 (br, 2H, 
CH2CH2CO), 3.74 (d, 2H, HαGly), 3.77 (d, 2H, HαGly), 4.29 (d, 2H, CH2-phenyl), 7.21-7.33 (m, 
5H, Harom), 8.23 (t, 1H, NH), 8.29 (t, 1H, NH), 8.37 (t, 1H, NH). 13C NMR (100 MHz, DMSO-
d6): δ 34.47 (CH2CH2CO), 37.47 (t, CH2CH2CO), 41.97 (CαGly), 42.07 (CαGly), 42.23 (CH2-
phenyl), 126.76 (Carom), 127.17 (Carom), 128.25 (Carom), 139.32 (Carom), 155.73 (t, CN), 168.78 
(CO), 169.15 (2C, CO). ESI-MS, m/z: 325.13 [M+Na]+, Found 325.19. IR (ATR, ν/cm-1): 2150.24 
(s, C≡N).  
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[Re(CO)3(Lβ’)3](CF3CO2) (Re-[Lβ’]3) (14)  
 [Re(CO)3(OH2)3]Br (9.7 mg, 24 μmol) と Lβ’ (13) (65 mg, 215 μmol) を 0.1 M 酢酸緩衝液 
(pH 6.0, 21.5 mL) に溶解し、100°Cで 3時間加熱した。溶液を HPLC (System 9) にて精製
することで化合物 14を白色固体として得た (30 mg, 97%)。1H NMR (400 MHz, DMSO-
d6): δ 2.70 (t, 2H, CH2CH2CO), 3.76 (d, 2H, HαGly), 3.81 (d, 2H, HαGly), 4.09 (t, 2H, CH2CH2CO), 
4.28 (d, 2H, CH2-phenyl), 7.21-7.33 (m, 5H, Harom), 8.27 (t, 1H, NH), 8.36 (t, 1H, NH), 8.43 (t, 
1H, NH). 13C NMR (100 MHz, DMSO-d6): δ 33.89 (CH2CH2CO), 41.06 (CH2CH2CO), 42.02, 
42.08, (CαGly, CH2-phenyl), 126.79 (Carom), 127.18 (Carom), 128.26 (Carom), 139.31 (Carom), 158.24 
(q, CN), 168.80 (CO), 168.96 (CO), 169.10 (CO), 182.71 (ReCO). ESI-MS, m/z: 1177.35 [M]+, 
Found 1177.56. IR (ATR, ν/cm-1): 2244.74 (w, C≡N), 2212.92 (m, C≡N), 2057.67, 1990.18 (s, 
C≡O). 
 
2-1-4. Lβ’を用いた 99mTc標識反応における pHの影響検討 
 
[99mTc(CO)3(OH2)3]
+ (99mTc-[CO]3) の作製  
 第一章にて記載したものと同一の組成から成る凍結乾燥キットを作製した。ジェネ
レータより溶出した 99mTcO4-の Saline 溶液 (300 µL) を本キットに加え窒素雰囲気下
100℃で 14分間反応させた。室温で 3分間放置した後、1 M 塩酸を用いて pHを 7.0付
近に調整した。放射化学的純度の確認は HPLC (System 6) を用いて行い、98%以上の放
射化学的純度の 99mTc-[CO]3 を以下の標識反応に使用した。また、第二章の実験では
AgNO3の添加による Cl-の除去は行わず、そのまま以降の 99mTc標識反応に用いた。 
 
Lβ’の 99mTc標識反応 
 Lβ’の 99mTc 標識反応は、99mTc-[CO]3 と Lβ’を混合し加熱することで行った。最終 Lβ’
濃度が 1 mMになるよう、0.1 Mリン酸緩衝液 (pH 6.0, 7.0もしくは pH 8.0) に溶解した
Lβ (400 nmol) 溶液 380 μLと 99mTc-CO溶液 20 μLを混合し、窒素雰囲気下にて 100°Cで
30分間加熱した。反応溶液の分析は HPLC (System 10) を用いて行った。 
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2-1-5. 酸性及び塩基性水溶液中における 99mTc/Re-[Lβ’]3 の安定性評価 
 
99mTc/Re錯体の酸性及び塩基性条件下での加熱 
 99mTc-[Lβ’]3 を pH 6.0の標識反応により作製し、HPLC (System 10) を用いて精製した。
目的物を含む溶出液を集め溶媒を減圧留去した後に、残渣を 0.1 M リン酸緩衝液 (pH 
6.0もしくは 8.0) に溶解した。そこに一定量の Re-[Lβ’]3を加え、111 kBq 99mTc-[Lβ’]3/40 
nmol Re-[Lβ’]3/100 μL になるよう溶液を調整した。pH 6.0と 8.0両サンプルを 100°Cで
加熱した後に HPLC分析 (System 10) を行い、pH 6.0のサンプルについては加熱前にも
HPLC分析 (System 10) を行った。 
 
Re錯体のみの塩基性条件下での加熱 
 Re-[Lβ’]3 (14) (29 mg, 0.225 mmol) を 0.1 M リン酸緩衝液 (pH 8.0, 5 mL) に溶解し、
100°Cで 5 時間加熱した。反応溶液を HPLC (System 11) にて精製することで化合物 15 
(1.4 mg, 23% calculated from the Re-complex) を白色固体として、化合物 17 (1.8 mg, 13%) 
を紫色のオイル状物質として、化合物 16 (6.1 mg, 30%) をオレンジ色の固体として得た。
化合物 15, 16, 17のスペクトルデータは以下に記載した。  
 
脱離配位子 (Figure 7での No.1ピーク) (15)  
1H NMR (400 MHz, DMSO-d6): δ 3.75 (d, 2H, HαGly), 3.83 (d, 2H, HαGly), 4.28 (d, 2H, CH2-
phenyl), 5.61 (dd, 1H, J = 2, 10 Hz, Halkene), 6.08 (dd, 1H, J = 2, 17 Hz, Halkene), 6.31 (dd, 1H, J = 
10, 17 Hz, Halkene), 7.217.33 (m, 5H, Harom), 8.27 (t, 1H, NH), 8.34 (t, 1H, NH), 8.44 (t, 1H, NH). 
ESI-MS, m/z: 298.12 [M]+, Found 298.10. IR (ATR, ν/cm): 1647.88 (s, C=C).  
 
[Re(CO)3(Lβ’)2(CN)] (Figure 7での No.4ピーク) (16)  
1H NMR (400 MHz, DMSO-d6): δ 2.69 (t, 2H, CH2CH2CO), 3.75 (d, 2H, HαGly), 3.80 (d, 2H, 
HαGly), 4.07 (t, 2H, CH2CH2CO), 4.28 (d, 2H, CH2-phenyl), 7.11-7.33 (m, 5H, Harom), 8.26 (t, 1H, 
NH), 8.30 (t, 1H, NH), 8.44 (t, 1H, NH). ESI-MS, m/z: 924.21 [M+Na]+, Found 924.38.  
 
[Re(CO)3(Lβ’)(CN)2]- (Figure 7での No.2ピーク) (17)  
ESI-MS, m/z: 627.10 [M+2H]+, Found 627.22. 
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2-1-6. モデル conjugate (LG’) 及び非放射性 Re錯体 (Re-[LG’]3/4) の合成 
 
4-Formylaminobutanoic acid (18)  
 4-Aminobutanoic acid (2.00 g, 19.4 mmol) をギ酸/無水酢酸 (20 mL/15 mL) に溶解し、窒
素雰囲気下において 95 °C で 5 分間加熱した。溶媒を減圧留去した後、残渣を Et2O で
洗浄することで化合物 18 を白色固体として得た (1.00 g, 39%)。 1H NMR (400 MHz, 
DMSO-d6): δ 1.62 (m, 2H, CH2CH2CH2), 2.22 (t, 2H, CH2CO), 3.08 (q, 2H, NHCH2), 7.99 (s, 
1H, CHO), 8.02 (s, 1H, NH). ESI-MS, m/z: 130.05 [M-H]-, Found 130.09. 
 
2,3,5,6-Tetrafluorophenyl 4-formylaminobutanoate (19) 
 化合物 18 (525 mg, 4.00 mmol) と 2,3,5,6-tetrafuluorophenol (797 mg, 4.80 mmol) をクロ
ロホルム (8 mL) に溶解した。この溶液に EDC·HCl (1.53 g, 8.00 mmol) を加え室温で 2
時間攪拌した。溶媒を減圧留去した後、シリカゲルカラムクロマトグラフィー (ヘキサ
ン/酢酸エチル = 1/1) を用いて精製することで、化合物 19を白色固体として得た (929 
mg, 83%)。1H NMR (400 MHz, DMSO-d6): δ 1.81 (m, 2H, CH2CH2CH2), 2.81 (t, 2H, CH2CO), 
3.18 (q, 2H, NHCH2), 7.95 (m, 1H, Harom), 8.03 (s, 1H, CHO), 8.11 (s, 1H, NH). ESI-MS, m/z: 
302.04 [M+Na]+, Found 301.97.  
 
2,3,5,6-Tetrafluorophenyl 4-isocyanobutanoate (CN-GABA-TFP) (20)  
 化合物 19 (717 mg, 2.57 mmol) と Burgess reagent (918 mg, 3.85 mmol) をジクロロメタン 
(24 mL) に溶解し、50 °Cで 30分間加熱した。溶媒を減圧留去した後、シリカゲルカラ
ムクロマトグラフィー (ヘキサン/酢酸エチル = 10/1) を用いて精製することで、化合物
20を暗黄色のオイル状物質として得た (404 mg, 60%)。1H NMR (400 MHz, CDCl3): δ 2.16 
(br, 2H, CH2CH2CH2), 2.91 (t, 2H, CH2CO), 3.59 (m, 2H, NCH2), 7.02 (m, 1H, Harom). IR (ATR, 
ν/cm-1): 2149.28 (s, C≡N). 
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CN-GABA-Gly-Gly-NH-Bn (LG’) (21)  
 化合物 20 (106.8 mg, 0.409 mmol)、化合物 12 (100 mg, 0.298 mmol)、NaHCO3 (75.2 mg, 
0.895mmol) を DMF (2 mL) に溶解し、室温で 6 時間攪拌した。フィルターを用いて
NaHCO3 を除き、溶媒を減圧留去した後にシリカゲルカラムクロマトグラフィー (クロ
ロホルム/メタノール = 20/1) を用いて精製することで、化合物 21 を白色固体として得
た (60 mg, 64%)。1H NMR (400 MHz, DMSO-d6): δ 1.79 (m, 2H, CH2CH2CH2), 2.27 (t, 2H, 
CH2CH2CH2), 3.50 (m. 2H, CNCH2), 3.72 (d, 2H, HαGly), 3.74 (d, 2H, HαGly), 4.28 (d, 2H, CH2-
phenyl), 7.21-7.33 (m, 5H, Harom), 8.23 (t, 1H, NH), 8.28-8.32 (m, 2H, NH). ESI-MS, m/z: 339.14 
[M+Na]+, Found 339.16. IR (ATR, ν/cm-1): 2147.35 (s, C≡N). 
 
[Re(CO)3(LG’)3](CF3CO2) (Re-[LG’]3) (22)  
 [Re(CO)3(OH2)3]Br (2.6 mg, 6.4 μmol) と LG’ (21) (20 mg, 63.2 μmol) を 0.1 M リン酸緩衝
液 (pH 7.0, 6.32 mL) に溶解し、100°Cで 3時間加熱した。溶液を HPLC (System 12) にて
精製することで化合物 10 を白色固体として得た (8.9 mg, quant.)。1H NMR (400 MHz, 
DMSO-d6): δ 1.93 (m, 2H, CH2CH2CH2), 2.29 (t, 2H, CH2CH2CH2), 3.75 (d, 4H, HαGly), 3.98 (t, 
2H, CNCH2), 4.28 (d, 2H, CH2-phenyl), 7.10-7.33 (m, 5H, Harom), 8.23 (t, 1H, NH), 8.29 (t, 1H, 
NH), 8.34 (t, 1H, NH). ESI-MS, m/z: 1219.40 [M]+, Found 1219.47. IR (ATR, ν/cm-1): 2238.95 
(w, C≡N), 2208.09 (m, C≡N), 2053.82, 1981.50 (s, C≡O). 
 
[Re(CO)2(LG’)4](CF3CO2) (Re-[LG’]4) (23)  
 Re-[LG’]3 (3.6 mg, 2.7 μmol) と LG’ (8b) (4.7 mg, 14.9 μmol) を 0.1 M リン酸緩衝液 (pH 
8.0, 1.47 mL) に溶解し、100°Cで 6時間加熱した。その後更に LG’ (8b) (4.7 mg, 14.9 μmol) 
を追加し、100°Cで 6時間追加加熱した。溶液を HPLC (System 12) にて精製することで
化合物 11 を白色固体として得た (0.4 mg, 10%)。 ESI-MS, m/z: 1507.56 [M]+, Found 
1507.65. IR (ATR, ν/cm-1): 2228.34 (w, C≡N), 2160.85 (s, C≡N), 1996.93, 1953.54 (s, C≡O). 
 
2-1-7. LG’を用いた 99mTc標識反応における pHの影響検討 
 LG’の 99mTc 標識反応は、99mTc-[CO]3 と LG’を混合し加熱することで行った。最終 LG’
濃度が 1 mMになるよう、0.1 Mリン酸緩衝液 (pH 6.0, 7.0もしくは pH 8.0) に溶解した
LG (400 nmol) 溶液 380 μLと 99mTc-[CO]3 溶液 20 μLを混合し、窒素雰囲気下にて 100°C
で 30分間加熱した。反応溶液の分析は HPLC (System 13) を用いて行った。 
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2-2. 結果 
2-2-1. モデル conjugate (Lβ’) 及び非放射性 Re錯体 (Re-[Lβ’]3) の合成 
 CN-βAla-Gly-Gly-NH-Bn (Lβ’) (13) の合成を Scheme 3に示す。Boc-Gly-Gly-OH (1) と
ベンジルアミンを縮合した後、Boc基を TFA処理により除去し、CN-βAla-TFP (5) と反
応させることで Lβ’を得た。 
 作製した Lβ’と [Re(CO)3(OH2)3]Brを、pH 6.0の水溶液中にて 9対 1のモル比で混合し
加熱することで、 [Re(CO)3(Lβ’)3]+ (Re-[Lβ’]3) を 97%の収率で得た。また、Re-[Lβ’]3 の構
造は 1H NMR、IR及び ESI-MSにより確認した。 
 
Scheme 3. Lβ’の合成 
(a) benzylamine, EDC·HCl, CHCl3, 76%; (b) TFA; (c) 2,3,5,6-tetrafluorophenyl isocyano-β-
alanine, NaHCO3, DMF, 71% over steps bc.  
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2-2-2. Lβ’を用いた 99mTc標識反応における pHの影響 
 Lβ’を用いた 99mTc標識反応は、Lβの場合と同様に、標識前駆体として作製した 99mTc-
[CO]3 を Lβ’と混合加熱することで行った。pH 8.0, 7.0, 6.0の条件にて 99mTc標識反応を
行い、その反応溶液を HPLCにより分析した結果を Figure 6に示す。Lβ’の 99mTc標識反
応は、Lβ の場合と同様に、pH 8.0 の標識反応では複数のピークが生成した一方で、pH 
6.0の標識反応では目的とする 99mTc-[Lβ’]3 が高い放射化学的収率で得られた。HPLC分
析により算出した 99mTc-[Lβ’]3 の放射化学的収率は、pH 8.0, 7.0, 6.0の条件でそれぞれ< 
1%, 36%, 89%であった。また 99mTc-[Lβ’]3の生成確認は、別途作製したRe-[Lβ’]3 のHPLC
保持時間と比較することで行った。 
 
Figure 6. (a) pH 8.0, (b) pH 7.0, (c) pH 6.0での 99mTc標識反応溶液の HPLC (System 10) ク
ロマトグラム。 
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2-2-3. 酸性及び塩基性水溶液中における 99mTc/Re-[Lβ’]3の安定性 
 99mTc-[Lβ’]3 及び Re-[Lβ’]3 を作製後、pH 6.0または pH 8.0の水溶液中で加熱し、加熱
前後のピーク変化を HPLCにて分析した。その結果を Figure 7に示す。Figure 7aは加熱
前の 99mTc/Re-[Lβ’]3 の分析結果を示す。UV 吸収によるクロマトグラム及び放射活性に
よるクロマトグラム共に単一のピークが観察された。Figure 7b及び Figure 7c は、それ
ぞれ pH 8.0, 6.0での加熱後の HPLC分析結果を示す。pH 8.0での加熱後の分析において
は、99mTc/Re-[Lβ’]3 の比率が加熱前に比べ著しく低減した一方で、pH 6.0 での加熱後の
分析結果は、加熱前のクロマトグラムと変化がほとんど観察されなかった。 
   
 
 
Figure 7. 99mTc/Re-[Lβ’]3の (a) 加熱前、(b) pH 8.0での加熱後、(c) pH 6.0での加熱後の
HPLC (System 10) 分析結果。赤線が UV (254 nm) 吸収によるクロマトグラム、黒線が放
射活性のクロマトグラムを表す。(d) それぞれのピーク番号に対応する化合物の構造。 
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 次に、pH 8.0の水溶液中においてRe-[Lβ’]3 のみを加熱して作製したピークNo.1, No.2, 
No.4 をそれぞれ単離し、1H NMR、IR、ESI-MS の分析結果からその化学形を同定した。
それぞれのピークの化学構造をまとめたものを Figure 7d に示す。Figure 8a に示すよう
に、ピーク No.1の 1H NMRチャートではアルケンに特徴的なカップリング定数とケミ
カルシフトが観察された。更にピーク No.1は、IR分析においても、アルケンに特徴的
な吸収 (1647.88 cm-1) を示し、イソニトリル基由来の吸収 (2100~2200 cm-1付近) は観察
されなかった。質量分析から得られたm/zの値も併せると、ピークNo.1は Lβ’からイソ
ニトリル基が脱離し、その末端構造がアルケンへと変換された構造 (Figure 8a) を有し
ていることを認めた。Figures 8b, 8c はそれぞれピーク No.4、No.2 の ESI-MS 分析の結
果を示しており、両者から非放射性の 185/187Re に特徴的な同位体ピーク (185/187 = 
37/63) が観察された。また、得られた m/z の値から、ピーク No.4 は 1 分子のイソシア
ニドイオンと 2分子の Lβ’を有する Re錯体 [Re(CO)3(CN)1(Lβ’)2] であり、No.2は 2分子
のイソシアニドイオンと 1 分子の Lβ’を有する Re 錯体 [Re(CO)3(CN)2(Lβ’)]-であること
を認めた。ピーク No.4及び No.2は ESI-MSにおいて、それぞれ[M + H]+及び[M + 2H]+
に対応するピークが検出されており、ピークNo.4は中性の錯体、ピークNo.2は-1の電
荷を有する錯体であることを認めた。 
 
 
Figure 8. (a) Figure 7bにおけるピーク No. 1の 1H NMR高磁場領域を拡大したチャート、 
(b) ピーク No.4、(c) ピーク No.2 の ESI-MSチャート。 
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2-2-4. モデル conjugate (LG’) 及び非放射性 Re錯体 (Re-[LG’]3/4) の合成 
 LG’の合成は Scheme 4に示す経路で行った。-アミノ酪酸 (GABA) を出発原料として、
アミノ基のホルミル化、TFP の縮合によるカルボキシル基の活性化を経て、Burgess 
reagent を用いた脱水反応を行うことで、合成中間体 CN-GABA-TFP (20) を得た。その
後、得られた CN-GABA-TFPを H-Gly-Gly-NH-Bn (12) と反応させることで LG’ (21) を得
た。 
 LG’と [Re(CO)3(OH2)3]Br を、pH 7.0 の水溶液中にて 10 対 1 のモル比で混合し加熱す
ることで、 [Re(CO)3(LG’)3]+ (Re-[LG’]3) を定量的な収率で得た。また、Re-[LG’]3 の構造
は 1H NMR、IR 及び ESI-MS により確認した。その後 Re-[LG’]3に計 11 等量の LG’を加
え、pH 8.0の水溶液中で反応させることで、[Re(CO)2(LG’)4]+ (Re-[LG’]4) を 10%の収率で
得た。Re-[LG’]4 の構造は IR及び ESI-MSにより確認した。 
 
 
Scheme 4. LG’の合成 
(d) formic acid, acetic anhydrate, 39%; (e) 2,3,5,6-tetrafluorophenol, EDC·HCl, DMF, 83%; (f) 
Burgess reagent, CH2Cl2, 60%; (g) H-Gly-Gly-NH-Bn, NaHCO3, DMF, 64%. 
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2-2-5. LG’を用いた 99mTc標識反応における pHの影響 
 LG’を用いた 99mTc 標識反応は、Lβ’の場合と同様に、標識前駆体として作製した
99mTc-[CO]3 を LG’と混合加熱することで行った。pH 8.0, 7.0, 6.0の条件での 99mTc標識反
応溶液を、HPLC分析した結果を Figure 9に示す。LG’の 99mTc標識反応では、Lβ’の場合
とは異なり、pH 8.0の標識反応においても複数のピークの生成が認められず、主に 2つ
の化合物の生成が観察された。また、別途作製した Re錯体の HPLCにおける保持時間
の比較から  (Figures 9a, 9b)、pH 8.0 の標識反応において生成したメインピークが、
[99mTc(CO)2(LG’)4]+ (99mTc-[LG’]4) であること、及び pH 6.0 の標識反応において生成した
メインピークが、[99mTc(CO)3(LG’)3]+ (99mTc-[LG’]3) であることを認めた。 
 HPLC分析により算出した 99mTc-[LG’]3 の放射化学的収率は、pH 8.0, 7.0, 6.0の条件で
それぞれ 20%, 68%, 88%であり、99mTc-[LG’]4 の放射化学的収率は、pH 8.0, 7.0, 6.0の条
件でそれぞれ 75%, 30%, 11%であった。 
 
 
Figure 9. (a) Re-[LG’]3、(b) Re-[LG’]4の UV (254 nm) 吸収による HPLC (System 13) クロマ
トグラム。(c) pH 8.0, (d) pH 7.0, (e) pH 6.0における 99mTc標識反応溶液の放射活性によ
る HPLC (System 13) クロマトグラム。 
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2-3. 考察 
 低分子モデル conjugate CN-βAla-Gly-Gly-NH-Bn (Lβ’) は、CN-βAla-TFPと H-Gly-Gly-
NH-Bn の縮合反応から作製した。得られた Lβ’を [Re(CO)3(OH2)3]Br と混合加熱するこ
とで、99mTc 標識体のサロゲート化合物である Re-[Lβ’]3 を作製し、第一章と同様に、本
Re錯体を 99mTc標識体の化学形の同定に用いた。 
 標識前駆体である 99mTc-[CO]3と Lβ’の混合加熱から Lβ’の 99mTc 標識反応を行った。
Lβ’の標識反応結果は、Lβ の場合と類似した pH 依存性を示し、pH 8.0 の反応において
は複数の副生成物が観察された一方で、pH 6.0の反応においては目的とする 99mTc-[Lβ’]3 
が主な生成物として得られた (Figure 6)。この結果は、Lβの pH 8.0 における 99mTc 標識
反応時に観察された副反応が、環状 RGD ペプチドの関与により進行したものではなく、
Lβ及び Lβ’の共通構造である CN-βAla-Gly-Gly のいずれかの部位の関与により進行した
ことを示す。また、pH 6.0, 7.0, 8.0 での標識反応結果を比較した場合、pH が高くなる
ほど 99mTc-[Lβ’]3以外のピークの割合が増加しており、本副反応の反応速度が、pHの上
昇に比例して加速されることを認めた。 
 本副反応が 99mTc標識反応のいずれの段階で進行しているかを明らかにするため、pH 
8.0 または 6.0 の水溶液中において、99mTc-[Lβ’]3及び Re-[Lβ’]3 を 100°C で 30 分間加熱
し、加熱前後のピーク変化をHPLCにて分析した。pH 8.0の水溶液中において 99mTc/Re-
[Lβ’]3を加熱した場合、99mTc/Re-[Lβ’]3 の割合は加熱前に比べて著しく減少し、いくつか
の新しいピークが出現した (Figure 7b)。また、この新たに出現したピーク No.2 及び
No.4は、Lβ’の pH 8.0での標識反応時に観察された複数のピークの一部と、同一の保持
時間を示した。一方、pH 6.0 の水溶液中での加熱後に行った HPLC 分析結果は、加熱
前と比べ大きく変化しなかった (Figure 7c)。これらの結果から、Lβ’の塩基性条件下で
の 99mTc標識反応において進行する副反応は、3価体である 99mTc-[Lβ’]3 の生成後にも進
行し、かつその進行には高い pHが必須であり、pH 6.0においてその反応はほとんど進
行しないことを認めた。 
 pH 8.0 の水溶液中で Re-[Lβ’]3 を加熱して生成する、ピーク No. 1、No.2 及び No.4 を
作製し、各ピークを HPLCにて単離した後に、1H NMR、質量分析、IR分析によりその
化学形を同定した。Figure 7d に各化合物の構造を示す。ピーク No.2 は、2 分子のイソ
シアニドイオンと 1 分子の Lβ’を有する Re 錯体 [Re(CO)3(CN)2(Lβ’)]-、ピーク No.4 は 1
分子のイソシアニドイオンと 2分子の Lβ’を有する Re錯体 [Re(CO)3(CN)(Lβ’)2] であり、
45 
 
イソシアニドイオンを Re 錯体側に残し、Re-[Lβ’]3 から Lβ’が脱離したと思われる構造
を両者ともに有することを認めた。一方ピーク No.1は、Lβ’からイソニトリル基が脱離
しその末端構造がアルケンへと変換された構造を有しており、Re錯体からLβ’が脱離し
た際に生成した化合物であると思われた。 
 本副反応により生成した化合物の構造から、本副反応は 2 分子脱離反応と類似した
機構で進行していると考えた (Figure 10)。一般的な 2分子脱離反応では、プロトンが塩
基に引き抜かれるのと同時に、その β 位にある脱離基が脱離し、アルケンが生成する
ことで反応が進行する (Figure 10a)。βAla を母体としたイソニトリル配位子では、イソ
ニトリルの窒素原子からみて 2 位のプロトンが電子求引基であるカルボキシル基に隣
接しているため、塩基による引き抜きが生じやすく、かつイソシアニドイオンが配位
した Tc/Re錯体は、優れた脱離基として機能すると考えられる 41。そのため本副反応の
場合、金属に配位していた Lβ’の 2 位のプロトンが塩基に引き抜かれ、イソシアニドイ
オンが配位した金属錯体が Lβ’から脱離し、Lβ’の末端構造がアルケンへと変換される
ことで反応が進行しているとの作業仮説を立てた (Figure 10b)。以上の考察に基づき、
本副反応の抑制には、2位のプロトンの酸性度を低減し、塩基による引き抜きを抑制で
きる配位子構造への変換が有効であると考えた。 
 
 
Figure 10 (a) 一般的な二分子脱離反応の反応機構。(b) Lβ’の 99mTc 標識反応時に観察さ
れた副反応の推定反応機構。イソニトリルの窒素原子から見て 2 位のプロトンが塩基
に引き抜かれるのと同時に、イソシアニドイオンが配位した 99mTc 錯体が Lβ’から脱離
し、Lβ’の末端がアルケンに変換された化合物が生成する。 
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 そこで、本副反応を回避可能な配位子骨格として、βAla より炭素鎖が 1 つ長い γ ア
ミノ酪酸 (GABA) を選択した。GABA を母体としたイソニトリル conjugate では、2 位
のプロトンがカルボキシル基に隣接しないため、塩基によるプロトンの引き抜きが生
じづらく、従って副反応の進行を抑制できると考えた。実際に Lβ’の βAla を GABA に
置換した低分子モデル conjugate CN-GABA-Gly-Gly-NH-Bn (LG’) を Scheme 4に従って作
製し、pH 6.0, 7.0, 8.0における 99mTc標識反応結果をそれぞれ比較した。LG’の pH 8.0に
おける 99mTc標識反応溶液の HPLC分析では、主に 2つのピークのみが観察され (Figure 
9c)、Lβ’の 99mTc 標識反応の際に観察されたような、複数のピークの生成は認められな
かった (Figure 6a)。この結果は、イソニトリル conjugateの母体骨格を、2位のプロトン
の酸性度が高い βAla からより低い酸性度を有する GABAへと変更することで、二分子
脱離反応に類似した機構で進行する副反応の進行を、完全に抑制可能となったことを
示し、作業仮説の妥当性を認めた。 
 一方で LG’の 99mTc 標識反応は、反応 pH に依存して 2 つの異なる生成物を与えた 
(Figures 9c, 9d, 9e)。これらのうち、pH 6.0の標識反応にて主に生成したピークは、別途
作製した [Re(CO)3(LG’)3]+ (Re-[LG’]3) と同一の保持時間を示し、99mTc に対して LG’が 3
分子配位した [99mTc(CO)3(LG’)3]+  (99mTc-[LG’]3) であることを認めた (Figures 9a, 9e)。一
方で pH 8.0 の標識反応にて主に生成したピークについては、逆相 HPLC での保持時間
が 99mTc-[LG’]3に比べ長いことから、より脂溶性の高い、99mTc に 4 分子以上の LG’が配
位した錯体であることを示唆する。実際に Liuらのグループは、pH 13という非常に強
い塩基条件下ではあるが、アルキルエーテルを有するイソニトリル conjugateが 99mTcに
4等量配位した 99mTc標識 4価体の生成を確認している 40。そこで、LG’を用いた場合に
おいても、4 分子以上の LG’が配位した錯体の生成を検証するため、Re-[LG’]3 に対して
過剰量の LG’を加え、pH 8.0の水溶液中において 100°Cで 12時間加熱した。その結果、
収率は 10%と非常に低いものの、Re に 4 分子の LG’が配位した [Re(CO)2(LG’)4]+  (Re-
[LG’]4) の生成を認めた。2分子の COが配位している本錯体には、その COの配位のパ
ターンにより cis-型と trans-型の 2 つの異性体が考えられるが、IR 分析において CO 由
来の吸収が 2 ピーク観察されたことから、本錯体は cis-型配置の C2v対称性を有してい
ることを認めた 52。実際にこの Re-[LG’]4を 99mTc標識体の分析と同一の HPLCグラジエ
ントシステムにより分析したところ、本 Re 錯体は、pH 8.0 の 99mTc 標識反応にて主に
生成したピークと同一の保持時間を示し (Figures 9b, 9c)、LG’の pH 8.0における 99mTc標
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識反応の主な生成物は、4分子の LG’が配位した[99mTc(CO)2(LG’)4]+  (99mTc-[LG’]4) である
ことを認めた。 
 99mTc 標識 4 価体の生成自体は、上述の通り他のグループから報告されていたものの、
その作製条件は pH 13という強塩基性条件下であり、pH 8.0という弱塩基性条件下にお
いて 99mTc標識 4価体が高い収率で得られた本結果は、所期に反するものであった。予
試験的な検討において、イソニトリル conjugate濃度の変更により 99mTc標識 3価体/4価
体生成比率が変化する結果が得られていることから、標識反応に用いたイソニトリル
conjugate 濃度の違いが、本研究と先行研究の相違の原因の 1 つになっていると考えら
れる。一方で、イソニトリル濃度の他にも、イソニトリル conjugate の構造の違い、反
応温度及び反応時間など様々なパラメータが標識反応結果に影響すると考えられる。
そのため、現時点では相違の原因の特定には至っていないが、pH の上昇に伴い 99mTc
標識 4 価体の生成比率が増加する結果は、本研究及び先行研究の両者において認めら
れており、この傾向はイソニトリルと 99mTc-[CO]3 との反応に共通の特徴であると考え
られる。 
 
2-4. 小括 
 本章では、Lβの 99mTc標識反応において観察された副反応の機序を解明し、本副反応
を抑制可能な配位子骨格を確立することを目的として、低分子モデル conjugate CN-
βAla-Gly-Gly-NH-Bn (Lβ’) を新たに設計合成し、本モデル conjugate を用いて 99mTc 標識
反応条件の検討及び副反応生成物の化学形の同定を行った。その結果、βAla を母体と
するイソニトリル conjugateの 99mTc標識反応では、塩基性条件下において 2分子脱離反
応と類似した機構で進行する副反応が進行することを明らかにした。また、本副反応
が進行する原因の 1 つが、イソニトリルの窒素原子から見て 2 位のプロトンの高い酸
性度にあると考え、より低い 2 位のプロトンの酸性度を有する、GABA を母体とする
イソニトリル conjugate CN-GABA-Gly-Gly-NH-Bn (LG’) を作製した。実際に LG’を用い
て 99mTc標識反応を行ったところ、pH 8.0の反応においても副反応の進行は認められず、
イソニトリル conjugateの母体骨格を βAlaから GABAへと変更することで、2分子脱離
反応と類似した機構で進行する副反応が完全に抑制可能となったことを認めた。一方
所期に反し、LG’の pH 8.0 における標識反応の主な生成物は、99mTc に対して 4 等量の
LG’が配位した 99mTc標識 4価体であることも認めた。 
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【第三章 99mTc標識 4価 RGD体の作製とその生物学的評価】 
 第二章において、GABAを母体とするモデル conjugate LG’が、イソニトリルがより安
定な塩基性条件下の反応において、高い放射化学的収率にて 99mTc標識 4価体を与える
ことを認めた。そこで本章では、LG’のベンジルアミンを環状 RGD ペプチドに置換し
たモデル  conjugate、CN-GABA-Gly-Gly-c(RGDfK) (LG) を新たに設計合成し、LG と
99mTc-[CO]3 の反応から 99mTc標識 4価 RGD体を作製した。そして、99mTc標識 4価 RGD
体の in vitro 安定性、U87MG 細胞への結合親和性、並びに in vivo での腫瘍集積性の評
価を行い、その分子イメージングプローブとしての有用性を、99mTc標識 3価RGD体と
比較した。 
 
3-1. 方法 
3-1-1. 試薬及び機器 
第 1章に記載したものと同一のものを使用した。 
 
3-1-2. HPLCシステム 
System 14. Column: Cadenza CW-C18 (10×150 mm), A: 0.1% TFA/water, B: 0.1% TFA/MeOH, 
B: 43.5% (0-30 min), 43.5-100% (30-35 min), 3 mL/min  
 
System 15. Column: Cadenza CW-C18 (4.6×150 mm), A: 0.1% TFA/water, B: 0.1% TFA/MeOH, 
B: 43-48% (0-20 min), 48-100% (20-25 min), 100% (25-27 min), 0.7 mL/min 
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3-1-3. 配位子 (LG) 及び非放射性 Re錯体 (Re-[LG]3, Re-[LG]4) 合成 
 
CN-GABA-GG-c(RGDfK) (LG) (24) 
 化合物 2 (13.8 mg, 16.6 μmol) を DMF (180 μL) に溶解した。DIPEA (4.9 μL, 28.8 μmol) 
を加えた後、化合物 20 (6.0 mg, 23.0 μmol) を加え、室温で 1時間半攪拌した。溶液にジ
エチルエーテルを加え目的物を沈殿させ、遠心した後に上清を取り除いた。その後沈
殿を 25 mM リン酸緩衝液 (pH7.4) に溶解し、HPLC (System 2) を用いて精製することで
化合物 24を白色固体として得た。(7.0 mg, 52%) 
ESI-MS, m/z: 813.40 [M + H]+, found 813.49. 
 
[Re(CO)3(LG)3](CF3CO2) (Re-[LG]3) (25), [Re(CO)3(LG)4](CF3CO2) (Re-[LG]4) (26) 
 [Re(CO)3(OH2)3]Br (0.3 mg, 0.7 μmol) と化合物 24 (LG) (6.0 mg, 7.4 μmol) を、LG濃度が
10 mMとなるよう 50 mM リン酸緩衝液 (pH 8.0, 720 μL) に溶解した。110℃で 2時間加
熱した後、LG (1.5 mg, 1.9 μmol) を追加した。その後更に 110℃で 2時間加熱し、HPLC 
(System 14) を用いて精製することで化合物 25を白色固体として (0.5 mg, 25%)、化合物
26を白色固体として得た (0.2 mg, 8%)。 
ESI-MS (25), m/z: 1355.06 [M + H]2+, found 1355.06 
ESI-MS (26), m/z: 874.13 [M + 3H]4+, found 874.4 
 
3-1-4. 99mTc-[LG]4の作製条件検討 
 
[99mTc(CO)3(OH2)3]+ (99mTc-[CO]3) の作製  
 第 1章と同様の方法で作製した。溶液の pHを 8.0付近に調整した 99mTc-[CO]3 溶液を
以下の標識反応に用いた。 
 
[99mTc(CO)3(LG)4]+ (99mTc-[LG]4) の作製  
 99mTc-[LG]4 の作製は、99mTc-[CO]3 と LGを混合し加熱することで行った。最終 LG濃度
が 200 μMになるよう、50 mMリン酸緩衝液 (pH 8.0) に溶解した LG (20 nmol) 溶液 75 μL
と 99mTc-[CO]3 溶液 25 μLを混合し、窒素雰囲気下にて 85°Cで 1時間加熱した。放射化
学的純度の確認は HPLC (System 15) を用いて行った。 
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3-1-5. 99mTc-[LG]4 のヒスチジン溶液中及びマウス血漿中での安定性評価 
第 1章に記載した 99mTc-[Lβ]3の場合と同様の方法で行った。HPLCによる分析は System 
15を用いて行った。 
 
3-1-6. 細胞培養 
第 1章に記載した方法と同様に行った。 
 
3-1-7. 競合阻害法を用いた LG, Re-[LG]3, Re-[LG]4の IC50値算出 
LG, Re-[LG]3, Re-[LG]4の IC50値算出は第 1 章に記載した方法と同様に行い、すべての実
験は 6回反復して行い、算出された IC50値は 95%信頼区間と共に表記した。 
 
3-1-8. 動物実験モデル 
第 1章に記載した方法と同様に行った。 
 
3-1-9. 99mTc-[LG]4 の腫瘍モデルマウス体内動態試験 
 U87MG 皮下腫瘍モデルマウスを用いた体内動態試験では、① 99mTc-[LG]4 (LG = 0 
nmol)、② 99mTc-[LG]4 (Re-[LG]4 = 5 nmol)、以上の 2群に分けて行い、各群 (n = 5) 99mTc
標識溶液 0.3 μCi / 100 µLをマウス尾静脈より投与し、投与 1時間後に屠殺し、関心臓
器を回収した。各臓器の重量を測定し、放射活性をオートウェルガンマカウンターに
て測定した。 
 ①の投与サンプル調製は、99mTc標識反応後に HPLC (System 15) を用いて過剰の非標
識 conjugateを除去した後に、溶媒を減圧留去し、0.001% v/v TritonX-100を含む D-PBS 
(-) に再溶解することで投与サンプルとした。②の投与サンプルは、99mTc-[LG]4を HPLC
精製した後に 0.001% v/v TritonX-100を含む D-PBS (-) に再溶解し、5 nmol/100 μLにな
るよう Re-[LG]4 を溶液に加えることで作製した。すべての投与サンプルは放射化学的
純度 90%以上であることを確認したものを用いた。 
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3-2. 結果 
3-2-1. 配位子 (LG) 及び非放射性 Re錯体 (Re-[LG]3, Re-[LG]4) 合成 
 LGは、H-Gly-Gly-c(RGDfK) (2) と CN-GABA-TFP (20) との反応から合成した。LGを 
[Re(CO)3(OH2)3]Brと pH 8.0の溶液中で反応させることで、[Re(CO)3(LG)3]+ (Re-[LG]3) 及
び[Re(CO)2(LG)4]+ (Re-[LG]4) をそれぞれ 25%、8%の収率で得た。Re-[LG]3及び Re-[LG]4
の構造は、ESI-MSにより確認した。 
 
3-2-2. 99mTc-[LG]4 の作製 
 LG の 99mTc 標識反応では、Lβ の場合と同様に、反応溶液中の高濃度の Cl-イオンが
99mTc-[LG]4 の放射化学的収率を低下させる現象が観察されたため、99mTc-[CO]3 作製後
の溶液にAgNO3を加え、Cl-イオンを沈殿として除去した 99mTc-[CO]3 溶液を以降の標識
反応に用いた。LGの 99mTc標識反応は、最終 LG濃度が 200 μMとなるよう調整した pH 
8.0 のリン酸緩衝液中において、99mTc-[CO]3 を 85°C で 1 時間加熱することで行った。
本標識反応溶液の HPLC 分析結果を Figure 11 に示す。別途作製した Re-[LG]4の保持時
間との比較から、本標識反応は目的とする 99mTc-[LG]4 を 90%以上の放射化学的収率で
与えたことを認めた。一方、Re-[LG]3 の HPLC 分析結果との比較から、保持時間 16 分
付近に観察されたピークは 99mTc-[LG]3であることを認め、その放射化学的収率は 5%で
あった。また、LGの 99mTc標識反応を、Lβから 99mTc-[Lβ]3 を作製する反応と同一の条件
で行うことで、99mTc-[LG]3 が 90%以上の放射化学的収率で得られることを認めた。 
 
Figure 11. (a) Re-[LG]4, (b) pH 8.0における LGの 99mTc標識反応の HPLC (System 15) 分析
結果。赤線は UV 吸収 (220 nm) によるクロマトグラム、黒線は放射活性のクロマトグ
ラムを示す。 
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3-2-3. 99mTc-[LG]4 のヒスチジン溶液及びマウス血漿中での安定性 
 99mTc-[LG]4 を 10 mM ヒスチジン溶液中及びマウス血漿中にてインキュベートするこ
とで、その生体内での安定性を評価した。Table 4に TLCを用いて算出した未変化体比
率を、Figure 12 にインキュベート 6 時間後における HPLC 分析結果を示す。また、マ
ウス血漿中サンプルの HPLC 分析は、インキュベート溶液にエタノールを加え、血漿
タンパクを沈殿として除去した後の上清を用いて行い、インキュベート溶液から上清
への放射活性の回収率は 96.8±0.4% (n = 3) であった。99mTc-[LG]4 の HPLC分析では、
未変化体以外のピークは観察されず、TLC 分析においても 98%以上が未変化体として
存在することを認めた。 
 
Table 4. 99mTc-[LG]4 の未変化体比率 a 
time (h) 
未変化体比率 
10 mM ヒスチジン溶液  マウス血漿 
1 98.5 ± 0.2  99.1 ± 0.1 
6 98.1 ± 0.2  98.7 ± 0.4 
a TLC分析にて算出 (n = 3) 
 
 
Figure 12. (a) 10 mM ヒスチジン溶液中、(b) マウス血漿中でのインキュベート 6時間後
における放射活性の HPLC (System 15) クロマトグラム。 
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3-2-4. 競合阻害法を用いた LG, Re-[LG]3, Re-[LG]4の IC50値 
 99mTc-[LG]3及び 99mTc-[LG]4の integrin αvβ3への結合親和性を比較するため、対応する
非放射性 Re錯体である Re-[LG]3及び Re-[LG]4を用いて、125I-c(RGDyV) の U87MG細胞
への結合を指標とした IC50 値の算出から評価した。LG についても同様の実験を行った。
Figure 13に示した阻害曲線から算出したそれぞれの化合物の IC50値を Table 5に示す。
対照化合物に用いた c(RGDyV) の IC50値は 34.8 nM (27.5-44.0 nM) であり、第一章の競
合阻害実験において算出された 41.2 nM (34.9-48.7 nM) と同程度の値を示した。Re-[LG]4
の IC50 値は 2.59 nM (1.90-3.54) であり、非標識 conjugateである LGの 107 nM (90.2-126) 
に比べ約 40倍低い値を示した。また、Re-[LG]3 の IC50値は 3.10 nM (2.50-3.83) であり、
Re-[LG]4及び Re-[Lβ]3の 3.16 nM (2.14-4.68) と同程度の値であった。 
 
 
Figure 13. 各化合物による 125I-c(RGDyV) の結合阻害曲線。 
 
Table 5. LG, Re-[LG]3, Re-[LG]4と c(RGDyV) の IC50値 
Design Compound 
 IC50 
(nM) 
 
95% C.I. a 
      
新規設計 
LG  107  90.2-126 
Re-[LG]3  3.10  2.50-3.83 
Re-[LG]4  2.59  1.90-3.54 
      
Reference c(RGDyV)  34.8  27.5-44.0 
aC.I. = confidential interval 
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3-2-5. 99mTc-[LG]4 の腫瘍モデルマウス体内動態 
 ① 99mTc-[LG]4 (LG = 0 nmol)、② 99mTc-[LG]4 (Re-[LG]4 = 5 nmol)、以上 2群の標識体を
U87MG移植 Balb/cヌードマウスに尾静脈より投与し、投与 1時間後における各臓器へ
の集積 (%ID/g) を Table 6に示す。 
 99mTc-[LG]4 の腫瘍集積は、非標識 LG除去下の投与で 5.42 ± 0.89%ID/gであり、5 nmol
の Re-[LG]4 混在下の投与で 1.81 ± 0.14%ID/g まで低下し、その腫瘍への集積が integrin 
αvβ3特異的なものであることを認めた。 
 
                   Table 6. Biodistribution at 1 h Post-Injection in Tumor-Bearing Micea.  
 99mTc-[LG]4 
  
LG = 0 mol 
(n = 5) 
  Re-[LG]4 
= 5 nmol 
(n = 5) 
       
Blood  0.51 ± 0.18   0.21 ± 0.04 
Liver  1.97 ± 0.37   0.95 ± 0.14 
Spleen  2.21 ± 0.53   0.95 ± 0.09 
Kidney  19.01 ± 3.30   12.28 ± 1.14 
Pancreas  0.64 ± 0.12   0.27 ± 0.05 
Heart  0.97 ± 0.17   0.36 ± 0.07 
Lung  2.38 ± 0.20   0.84 ± 0.25 
Stomach  4.12 ± 1.52   2.36 ± 0.83 
Intesitne  3.72 ± 0.94   1.99 ± 0.65 
Muscle  0.46 ± 0.13   0.26 ± 0.23 
Tumor  5.42 ± 0.89   1.81 ± 0.14 
T/Blood  11.50 ± 3.95   8.81 ± 1.48 
T/Liver  2.77 ± 0.29   1.93 ± 0.22 
T/Muscle  12.17 ± 1.88   9.60 ± 4.11 
Tumor sizeb  0.45 ± 0.07   0.55 ± 0.11 
aData expressed as percent injected dose per gram (%ID/g) ± SD.  
bData expressed as gram ± SD. 
  
55 
 
 99mTc-[Lβ]3 と 99mTc-[LG]4 の非標識 conjugate 除去下での投与における体内動態試験の
結果を比較したグラフを Figure 14 に示す。99mTc-[LG]4 の非標的組織への集積は、肝臓、
脾臓、膵臓、心臓、筋肉において、99mTc-[Lβ]3 に比べ有意に低い値を示した。一方、
99mTc-[LG]4 の腎臓への集積は 99mTc-[Lβ]3 に比べ有意に高い値を示した。また、腫瘍集積
に関しては、99mTc-[Lβ]3 と 99mTc-[LG]4 は同程度の%ID/gを示し、両者の間に統計的有意
差は認められなかった。 
 
 
Figure 14. 99mTc-[Lβ]3 (Lβ = 0 nmol)と 99mTc-[LG]4 (LG = 0 nmol)の U87MG移植 Balb/cヌー
ドマウスでの投与 1時間後における体内動態試験結果の比較 (n = 5, statistical analysis was 
performed using Student’s t test, *p < 0.05). 
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3-3. 考察 
 本章で設計したモデル conjugate LGの合成は、Lβと同様の合成経路にて行った。合成
中間体として CN-βAla-TFP の代わりに CN-GABA-TFP を作製し、本活性エステル体と
H-Gly-Gly-c(RGDfK) の縮合反応から、目的とする LG を得た。その後、LG と
[Re(CO)3(OH2)3]Br を pH 8.0 の水溶液中にて加熱することで Re-[LG]3及び Re-[LG]4を作
製し、以降の実験において、対応する 99mTc標識体の化学形の同定及び結合親和性評価
に用いた。 
 LGの 99mTc標識反応は、pH 8.0の水溶液中において 99mTc-[CO]3 と LGを混合加熱する
ことで行い、目的とする 99mTc-[LG]4 を 90%以上の放射化学的収率で得た (Figure 10b)。
本標識反応では、Lβ の pH8.0 における標識反応時に観察された、保持時間の長い複数
の小さなピーク (Figure 3b) は観察されず、Lβの pH 8.0における 99mTc標識反応時に進行
していた副反応が、LG を用いることで完全に抑制されたことを認めた。更に、本標識
反応に必要とされた LG濃度は 200 μMであり、Lβの標識反応時に必要とされた 300 μM
と比較し、より低い conjugate濃度で目的とする 99mTc標識体が得られたことを認めた。
これは、イソニトリルがより安定な pH 8.0 において標識反応を行ったことで、pH 6.0
における反応と比較し、標識反応中にホルミル体へと変換されるイソニトリルの割合
が減少したことが一因として考えられる。第一章で示した通り、本設計に基づき作製
した 99mTc-[Lβ]3 の腫瘍集積は、非標識 conjugate の混在によりわずかに阻害を受けた 
(Table 3)。99mTc 標識反応時に用いる conjugate 濃度の低減は、生体内へ投与する際に混
在する非標識 conjugate 量の低減に直接つながるため、in vivo 腫瘍集積の更なる向上に
向けた重要な要素の 1 つであると考えられる。また、LG の 99mTc 標識反応を、Lβ から
99mTc-[Lβ]3 を作製する際と同一の反応条件において行うことで、99mTc-[LG]3 が 90%以上
の放射化学的収率で得られたことから、GABA を母体としたイソニトリル配位子を用
いることで、標識条件の調節により 99mTc標識 3価体もしくは 4価体の作り分けが可能
となったことを認めた。 
 次いで、作製した 99mTc-[LG]4 の安定性試験を、10 mM ヒスチジン溶液中及びマウス
血漿中において行った。その結果、インキュベート 6時間後のHPLC分析においても、
未変化体以外のピークは一切観察されず (Figure 12)、99mTc-[LG]4 が非常に優れた生体内
での安定性を有することを認めた。同一条件下における 99mTc-[Lβ]3 の安定性試験にお
いては、わずかながら未変化体以外のピークの生成も観察された (Figure 4) ことを踏ま
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えると、99mTc-[LG]4 は 99mTc-[Lβ]3 と同等、もしくはそれ以上に優れた生体内での安定性
を有していることを認めた。 
 99mTc-[LG]4 と非標識 conjugate との標的への結合親和性を比較する目的で、非標識
conjugateであるLG、4価RGD体であるRe-[LG]4の IC50値を、第一章と同様に算出した。
また、3価 RGD体と 4価 RGD体の親和性を比較する目的で、Re-[LG]3 の IC50値も併せ
て評価した。その結果、Re-[LG]4 (IC50 = 2.59 nM) は LG (IC50 = 107 nM) に比べ約 40倍高
い結合親和性を示し、99mTc-[Lβ]3 と同様、錯体形成により多価効果を発揮し、高い結合
親和性を獲得したことを認めた。一方で、Re-[LG]4 (IC50 = 2.59 nM)、Re-[LG]3 (IC50 = 3.10 
nM) 及び Re-[Lβ]3 (IC50 = 3.16 nM) の 3つの Re錯体は integrin αvβ3に対して同程度の結合
親和性を有しており、RGD を標的分子認識素子に使用した本薬剤設計では、多価効果
による親和性の増加は、3価 RGD体から 4価 RGD体への変更では、ほぼ認められない
ことを見出した。 
 最後に、99mTc 標識 3価 RGD体と 99mTc 標識 4価 RGD体の in vivoイメージングプロ
ーブとしての性質を比較するため、非標識 LGを除去した 99mTc-[LG]4 を用いて U87MG
移植モデルマウスにおける体内動態試験を行い、その結果を 99mTc-[Lβ]3 と比較した 
(Figure 14)。腫瘍集積に関しては、99mTc-[LG]4 が 5.4±0.9%ID/g、99mTc-[Lβ]3 が 6.3±
1.0%ID/g であり、両者の間に統計的有意差は認められず、in vitro での結合親和性試験
において Re-[LG]4 と Re-[Lβ]3 が同程度の IC50 値を示した結果を反映した。更に 99mTc-
[LG]4の腫瘍集積は、Re-[LG]4 の同時投与によって 1.81 ± 0.14%ID/gまで減少し、その集
積が integrin αvβ3特異的であることを認めた。 
 一方、腎臓への集積に着目した場合、99mTc-[LG]4は 99mTc-[Lβ]3と比較し有意に高い集
積を示した。一般的に RI 標識ペプチドは、糸球体ろ過を受けた後に近位尿細管で再吸
収を受け、腎細胞のリソソーム内に集積することが知られている 53。これは生体のア
ミノ酸回収機構に基づいた生理的集積であり、実際に、RGD ペプチドの価数が増加す
るほど腎臓への集積が増加した結果も報告されている 54。そのため本実験で観察され
た 99mTc-[LG]4 の高い腎集積は、RGD ペプチドの価数を反映した結果だと考えられる。
一方で肝臓、脾臓、膵臓、心臓、筋肉など、他の正常組織に着目した場合、99mTc-[LG]4
は 99mTc-[Lβ]3と比較してより低い組織集積を示した。特に肝臓への放射活性の集積は、
腹部領域に存在するがんの原発巣や転移巣の画像化において、しばしば障害となるこ
とがあるため、腹部領域のイメージングにおいては、99mTc-[LG]4 は 99mTc-[Lβ]3と比較し、
より優れたコントラストの画像を与える可能性を認めた。 
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 一方で、本章における 99mTc 標識 3 価体及び 4 価体の比較結果は、環状 RGD ペプチ
ドを標的分子認識素子として用いた実験から得られたものであり、本薬剤設計を環状
RGD ペプチド以外の標的分子認識素子に展開した場合、異なる結果が得られる可能性
がある。そのため、他の標的分子認識素子をイソニトリル配位子に導入した conjugate
を用いる場合、その 99mTc標識 3価体及び 4価体の in vivo標的集積性及び体内動態の比
較を、再度行うことが必要である。しかし、GABA を母体としたイソニトリル配位子
は、標識反応条件の調節により 99mTc標識 3価体及び 4価体の作り分けが可能であるた
め、99mTc標識 3価体及び 4価体のうち、より優れた集積及び動態結果を示す 99mTc標識
体を作製し in vivo イメージングに用いることで、それぞれの標的分子認識素子の性質
に合わせた、最適な画像化結果が得られると考えられる。 
 
3-4. 小括 
 本章では、第二章で得られた知見をもとに、GABA を母体とするイソニトリル
conjugate CN-GABA-Gly-Gly-c(RGDfK) (LG) を新たに設計合成し、99mTc-[CO]3 との pH 
8.0 における反応から、4 価環状 RGD 体である 99mTc-[LG]4 を作製した。99mTc-[LG]4 は
99mTc-[Lβ]3 に比べより低い conjugate 濃度で作製可能であり、また、in vitro 安定性試験
の結果から、99mTc-[LG]4 が 99mTc-[Lβ]3 と同等以上の安定性を有していることを認めた。
In vitro結合親和性試験において、Re-[LG]4は LG に比べ約 40倍高い結合親和性を示し、
99mTc-[Lβ]3 と同様に、RI 標識体が非標識 conjugate に比べより高い結合親和性を示すこ
とを認めた。腫瘍モデルマウスを用いた動態試験では、99mTc-[LG]4 は 99mTc-[Lβ]3と同程
度の腫瘍集積を示し、過剰 conjugate 混在下の投与においても、99mTc-[Lβ]3 と同様に高
い腫瘍集積を示す可能性を認めた。 
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【総括】 
 本研究では、金属 RI標識プローブを作製した際に混在する、過剰の非標識 conjugate
による競合阻害の影響低減を目的として、標的分子への結合親和性の低い 1 価
conjugate から、より高い結合親和性を有する RI 標識多価プローブを作製する薬剤設計
を新たに考案した。そこで、本設計の有用性を評価するモデル化合物として、金属 RI
に 99mTc-[CO]3 コアを、金属への配位部位にイソニトリルを、標的分子認識素子に環状
RGD ペプチドを選択し、モデル conjugate の合成、99mTc 標識体の作製、及びその生物
学的評価を実施した。 
 第一章では、CN-βAla-Gly-Gly-c(RGDfK) (Lβ) をモデル conjugateとして作製し、99mTc-
[CO]3 を標識前駆体として用いた標識反応から、99mTc標識 3価環状 RGD体 (99mTc-[Lβ]3) 
を 90%以上の放射化学的収率で作製した。99mTc-[Lβ]3 は非標識 conjugate である Lβに比
べ、標的分子に対して約 10 倍高い結合親和性を示し、多価効果に基づく結合親和性の
向上を認めた。また、腫瘍モデルマウスを用いた体内動態試験において、非標識 Lβ 混
在下の投与における 99mTc-[Lβ]3 の腫瘍集積は、同じく非標識 conjugate 混在下で投与し
た従来設計に基づく 99mTc標識体の腫瘍集積と比べ、より高い値を示し、本設計が過剰
conjugate 混在下の投与における高い標的集積を示す RI標識体の作製に、有用な設計で
あることを示した。 
 第二章では、低分子モデル conjugate CN-βAla-Gly-Gly-NH-Bn (Lβ’) を用いた検討から、
βAlaを母体とするイソニトリル配位子の、塩基性条件下における 99mTc標識反応時に進
行する副反応が、二分子脱離反応と類似した機構で進行していることを明らかにした。
更に、本副反応の進行に、イソニトリルの窒素原子からみて 2 位のプロトンの高い酸
性度が重要であることを見出し、GABA を母体としたイソニトリル配位子を用いるこ
とで、本副反応が完全に抑制可能となることを認めた。 
 第三章では、第二章で得られた知見を元に、CN-GABA-Gly-Gly-c(RGDfK) (LG) を新
たに設計合成し、99mTc-[CO]3との反応から 99mTc 標識 4 価環状 RGD 体 (99mTc-[LG]4) を
90%以上の放射化学的収率で作製した。99mTc-[LG]4 は非標識 conjugateである LGに比べ
約 40 倍高い結合親和性を示し、99mTc-[Lβ]3 と同様、多価効果による親和性の向上を認
めた。また、腫瘍モデルマウスを用いた体内動態試験において、99mTc-[LG]4 は 99mTc-
[Lβ]3 と同程度の腫瘍集積を示し、99mTc-[Lβ]3 と同様に過剰 conjugate 混在下の投与にお
いても高い腫瘍集積を示す可能性を認めた。 
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 以上、本研究から得られた結果は、環状 RGDペプチドを 1分子有するイソニトリル
1 価配位子から、99mTc 標識 3 価 RGD 体及び 4 価 RGD 体を作製する薬剤設計を用いる
ことで、がん新生血管のバイオマーカーとして重要な integrin αvβ3の明瞭な画像化が、
非標識 conjugateの除去を行わないままの投与においても可能となったことを示す。 
 更に本薬剤設計は、イソニトリル99mTc-[CO]3 の組み合わせを、他の配位子金属 RI
の組み合わせへと変更することで、SPECT診断に用いられる 99mTcのみではなく、PET
診断に用いられる 68Ga や 64Cu、細胞殺傷性の高い β-線を放出し内用放射線療法への適
応が期待される 186/188Re や 67Cu など、様々な特性を有する RI へと展開可能である。ま
た多価効果は、環状 RGD ペプチドに限らず、尿素誘導体、ボンベシン誘導体、オクト
レオチド誘導体、α-MSH 誘導体など、多くの標的分子認識素子において有効であるこ
とから、本研究で得られた知見は今後、様々な標的分子の画像化及び内用放射線療法
に有用な RI 標識体を、簡便な操作で作製する新たな方法として、生命科学領域や臨床
への応用が期待される。 
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学位論文審査において貴重な御指導と御助言を頂いた千葉大学大学院薬学研究院 西
田 篤司教授、根矢 三郎教授、小椋 康光教授に御礼申し上げます。 
研究を進めるにあたり、多くの有益な御助言、御協力を頂きました小松 凪穂学士、
泉水 綾香さんと、多くの時間を割いて討論に参加して頂いた分子画像薬品学研究室の
学生の皆様に心から感謝致します。 
放射性核種を用いた実験を行うに際し、放射性核種と実験施設の管理をしていただ
き、多大な御理解、御協力を戴きました鈴木 扶美子先生、千葉大学アイソトープ実験
施設の職員の方々に深謝いたします。 
 長い学生生活を常に温かく見守り、経済面、精神面から支えてくれた両親、兄弟た
ちに心から感謝いたします。 
 また、長い学生生活の楽しい時や辛い時を共に過ごし、共に成長する支えとなって
くれた大切な友人たちに深く感謝いたします。 
 最後に、本研究の一部は日本学術振興会特別研究員制度による助成 (264896) を受け
て行ったものであり、この場を借りてその厚い支援に深謝いたします。 
 
2017年 3月 水野雄貴 
 
 
 
 
